This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the appheant 

Defects in the images may include (jbiit are not limited to): 
, BLACKBORDERS 

. TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

. FADED TEXT 

. ILLEGIBLE TEXT 

, SBCEWED/SLANTED IMAGES 

. COLORED PHOTOS 

4 BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 
. GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Profoiem Mailbox. 



ORGANISATION MONDIALE DE LA FROFRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau inteinatioDa] 




PCX 

DEMANDS INTERNATIONALE PUBUEE EN VERTU DU TRATTE DE CXX)PERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Qassiflcatioii inteniatioiiale des brevets ^ : 
C12N ISner, A6lk 47/48, 48/DO, C12Q 



Al 



(11) Nmndro de pnblication intematioiiale: WO 95^30020 
(43) Date de pnblication Internationale: 9 novembre 1995 (09.1 1.95) 



(21) Nuni6ro de la donande Internationale: PCT/FR95/0Q535 

(22) Date de d^t international: 24 aviil 1995 (24.04.95) 



(30) Donnfe relatives k la priority 

94/05174 28 aviil 1994 (28.04.94) FR 



(€0) Brevet ou demande principal(e) 
(63) Ai>paien!6(e) par ccmtinuatioD 
US 

D6pas6(e)le 



08/288,681 (C3P) 
10 aoQt 1994 (10.08.94) 



(71) D%)osant (pour tous les Etats disignis sauf US): I JD.M. 

IMMUNO-DESIQ^ MOLECULES [FR/FR]; 128, 
boulevanl Richaid-Lenoir, F-75011 Paiis (HI). 

(72) Inventeors; et 

(75) Inventairs/D^posants (US seidement): MIDOUX, Patrick 
fFR/FR]; 21» rue du PoinpOT. F-45100 Origans (FR). ER- 
BACHER, Patridc IFR/FR]; 58, quai du Cbatelet, F-450(X) 
Origans (FR). RCX^HB-DEGREMONT, Annie-Claude 
[FR/FR]; 864, rue de Savigny, F-45640 Sandillon (FR). 
MONSIGNY, Michel \¥RI¥«\\ 341, rue des Bouvreuils, 
F^590 Saint-Cyr-«n-Val OPR). 



(74) Mandataires: GROSSET-POURNIER, Chantal etc; Grosset- 
FDumier & Demachy S A.RJL, 103, nie La Fayette, F-75010 
Paris (FR). 



(81) Etats d6dgn^ AM, AT, AU, BB, BG. BR, BY, CA, CH, CN, 
CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB, GE, HU, IS, JP, KE, KG, 
KP, KR, KZ. LK, LR, LT. LU. LV, MD. MG, MN. MW. 
MX, NO. NZ. PL. PT, RO, RU. SD. SE. SG, SI, SK. TJ. 
TM, TT, UA, UG, US, UZ, VN, brevet cuiop6en (AT, BE, 
CH. DE, DK. ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU. MC, NL, FT, 
SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG. Q, CM, GA, GN. ML, 
MR, NE, SN, TD. TGX brevet ARIPO (KE, MW, SD, SZ, 
UG). 



Public 



Avec rapport de recherche Uuemationale, 

Avant V expiration du dHai privu pour la modification des 

revendicadons, sera repubUie si de tettes modifications sons 

revues. 
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UTILISATION POUR LA TOANSFECnON DE CELLULES 

(57) Abstract 

A complex consisting of at least one negatively 
charged nucleic acid and at least one positively charged 
polymeric conjugate with an electrostatic bond tfierebe- 
tween, said polymeric conjugate containing a polymer made 
up of monomeric units sqipoiting free NH3'*' functions 
thereof, and being such that (he ftce NH3'*' functions of 
said units are substituted in a ratio of at least 10 %, ad- 
vantageously 45-70 % and paiticulariy 60 %, by uncharged 
residues causing a reduction in positive diarges relative to 
the unsubstituted polymeric conjugate, whereby release of 
the nucleic acid by dissociation of the con^lex is facilitated; 
said residues also have the propoties of comprising at least 
one l^droxyl group and not corresponding to any recog- 
nition signal recognised by a ceU membrane receptor, and 
the free NH3'*' functions of said units aikl/or the hydroxyl 
groups of said residues may also be substituted lyy at least 

one nK>lecule fonning a recognition signal recognised by a ceil membrane receptor, with the pfoviso tint tbe polymeric otmjugale 
at least 30 % of the free NH3'*' functions. 




ouR«NH-CO. 



(CHOH^^-Rl 



(57) Abi^ 

L'invention concerne uii complexe entre au mollis im acide nucMique charge n^gativement ct au moins un conjugu^ polym^rique 
cliaig6 positivement, la liaison entre I'acide nucl6ique et le C0Djugu6 polymfrique Aant de nature £l6ctxostatique, le conjugu^ polym^ue 
contenant un polymto foini6 de motifs monomte poitant des fonctions NHj^ Ubres des susdits motifs et 6tant tel que: les fonctions 
ffHi* libres des susdits motifs sont substitute dans un lafipart d'au moins 10 %, avantageusement de 45 % & 70 %, notamment de 60 
%, par des idsidus non chaig^ entratnant une diminution des charges positives par rsppm an mSme conjugtt6 polym6rique non substitu^ 
facilitant le relaigage de Tacide micl6ique par la dissociation du complexe, les susdits i6stdus poss£dant en outie les propria suivantes: 
lis component au moins un gioupe bydroxyle, Os ne correspondent k aucun signal de reconnaissance reconnu par un itopteor membranaire 
cellttlaiie, les fonctions NH3+ libres des susdits motift el/ou les groupes hydioxyles des susdits rdsidus pouvant tee ^ement substitute 
par au mcnns une moltele qui coostitne un dgnal de reconnaissance reoonnu par un rfopteur membranaire cellulaire, sous iterve que le 
conjugu^ polym6rique contienne au moins 30 % de fonctiqns h?H3* libres. ^ 
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NOUVEAUX COMPLEXES D'ACmE NUCLEIQUE ET DE 
POLYMERE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEUR 
UTILISATION POUR LA TRANSFECTION DE CELLULES. 



5 L'introduction d*un gene 6tranger dans une cellule est d'un grand intfiret 

pour la tfaerapie genique. Tandis que dans les experiences in vitro, des 
m£thodes g£n£rales utilisant la precipitation par le phosphate de calcium, le 
dextran DEAE, ou les lipides cationiques sont appropriees, des in£thodes phis 
s61ectives sont n^cessaires pour transferer de &gon specifique un g^e Hang 

10 une population de cellules donn6es, dans le but de developper une ther^ie 
g6nique. Parmi ces m6thodes s£lectives, le transfert de g^ peut etre obtenu 
en utilisant, soit un materiel viral modifi£, allant d'un virus de vaccine k un 
retrovirus, soit des liposomes cibI6s, soit des complexes de gboss et de 
macromol&ules cibl^s. Les conq>lexes ADN/vect^rs tels que 

15 asialoorosomucoide, insuline ou transferrine lies a la polylysine ont et6 d6ja 
proposes comme vecteurs guides de plasmides pennettant la transfection de 
celliiles selon un procede d'endocytose induit par les recepteurs 
correspondants: le recepteur spdciiique des galactosides O^ctine) pour 
Tasialoorosomucoide, le r&epteur de Tinsulme et le recepteur de la 

20 transferrine. 

II a 6te etabli que de nombrrases cellules animales possMent des lectines 
membranaires [Monsigny M., Roche A.C., Kieda C, Midoux P., 
Obrenovitch A. Characterization and biological inq)Iications of membrane 
lectins in tumor, lymphoid and myeloid cells. Biochnnie, 1988: 70: 1633^9; 

25 Varki A. Selectin and other mammalian sialic acid binding lectins. Curr. Op. 
Cell. Biol., 1992, 4: 257-66] qui reconnaissent specifiquement des osides de 
structures diverses. En particulier, la lectine membranahre des cellules du 
parenchyme h£patique qui reconnait des structures glucidiques comportant un 
residu galactose en position terminale, c'est-i-dire un galactose ayant toutes 

30 ses fonctions alcooliques libres, ce qui est le cas de glycoprot^ines seriques 
d6sialyste [Ashwell G., Harford J. Carbohydrate-specific receptors of tiie 
Bver. Ann. Rev. Biochem., 1982, 51: 531-54]. 

La specificity de ces lectines 6&pend du ^pe de cellules et par 
consequent, les lectines membranau:es sont de bons candidats pour le transfert 

35 de gene par des complexes glycoconjugues/ADN conune porteurs specifiques. 
Les glycoconjugu^ solubles portant des residus de Sucre d^finis ont && 
utilises pour introduire efficacement des medicaments, y compris des dmgues 
cytotoxiques, des toxines, des immunomodulatours, des drogues antiviraies 
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[Monsigny, M., Roche, A.C^, Kieda, C, Midoux, P. and Obrenovitch, A. 
(1988) Biochimie 70: 1633-1649 2; Roche, A.C., Midoux, P.. Pimpaneau, 
v., Negre, E., Mayer, R. and Monsigny, M. (1990) Res. Virol. 141: 243- 
2491 et des oligonuclfotides [Bonfils E., Depierreux C, Midoux P., Thuong 
5 N.T„ Monsigny M., Roche A.C. Drug targeting: synthesis and endocytosis of 
oligonucleotide-neoglycoprotein conjugates. Nucleic Acids Res., 1992, 20: 
4621-9; Bonffls E., Mendes C, Roche A.C., Monsigny M., Midoux P. 
Uptake by macrophages of a biotinylated oligo-a-deoxythymidylate by using 
mannosylated streptavidm. Bioconjuguate Chern,, 1992, 3: 277-84]. 

10 Le transport des plasmides par des niacromol6cuIes susceptibles d'etre 

reconnues specifiquement par des conq>oses de la membrane plasmique des 
cellules cibles releve d'une demarche nnitant le mdcanisme d'entree du 
materiel gen6tique viral dans la cellule. Dans tons les cas decrits jusqu'a 
present, le complexe plasmide-transporteur macromol&ulaire est reconnu 

15 specifiquement par un recepteur membranaire qui entraine le conq)lexe dans 
des vesicules d*endocytose. dans des endosomes, et probablement dans 
d'autres compartiments mtracellulaires plus profonds, 61oignes de la 
membrane plasmique. 

Cependant, le passage transmembranaire de FADN plasmidique est une 

20 £tape critique vis a vis de la liberation dudit ADN dans le cytosol et/ou le 
noyau, oii le gdne sera exprime. 

L' invention a pour objet de nouveaux conq>lexes stables d'acide 
nucleique et de polymere substitue. 

L'invention a ^galement pour objet de nouveaux con^lexes d*acide 

25 nucleique et de polymere substituds susceptibles, en se dissociant, de reiarguer 
Tacide nucleique, afin de permettre une bonne expression de Tacide nucleique 
dans les cellules. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 
polym&re substitue ne presentant pas de signaux de reconnaissance et 
30 susceptibles de transfecter plusieurs types de cellules. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucl£ique et de 
polymere substitue presentant des signaux de reconnaissance reconnus par des 
recepteurs membranaires, conferant un caractere selectif de la transfection vis 
a vis de differents types cellulaires. 
35 L'invention a pour objet un procede de transfection sp&:ifique in vitro ou 

in vivo. 
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L'invention a 6galement pour objet de nouveatix conjugues de polylysine 
susceptibles d'etre complexes a un acide inicleique en vue de la transfection 
selective d'une cellule. 

L'invention a egalement pour objet de nouveUes compositions 
5 phannaceutiques contenant, a titre de substance active, un complexe d'ADN et 
de polym^ substitud, notamment de polylysine substitufie. 

L' invention a 6galement pour objet de nouveaux complexes d'acide 
nucleique et de polym&re substitu6 poss£dant une haute solubility dans le 
serum physiologique et divers milieux de cultures, susceptibles d'etre 
ID administr6s in vivo k des doses tits aievees. 

Dans une de ses definitions les plus gen£rales, Tinvention conceme un 
complexe entre au moins im acide nucleique qui est charge negativement et au 
moins un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre Tacide 
nucleique et le conjugue polymerique 6tant de nature electrostatique, le 
15 conjugue polymerique contenant des motifs monomeres portant des fonctions 
NH3+ libres des susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, ce rapport itant determine par m6tfaode colorim£trique (Fields R. (1971) 

20 The measurement of amino groups on proteins and peptides. Biochem. J., 
124: 581-S90) ou avantageusement de 35% k 70%, notamment de 40%, ce 
rapport etant d£termin£ par resonance magn£tique micleaire (RMN), par des 
residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugu6 polymerique non substitu6, fecilitant ie lelargage 

25 de Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils conqK)rtent au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent k aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 
30 - les fonctions NH3+ libres des susdits motifs ^ou les groupes 

hydroTgrles des susdits rdsidus pouvant etre Egalement substitutes par une 
molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recq)teur 
membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugu6 polymerique, apres 
substitution par les susdits residus et par les susdits signaux de reconnaissance, 
35 condenne au moins 30% de fonctions NH3+ libres. 

L'originalite de Tinvention repose sur Tutilisation d*un polymere 
substitue par une quantite sufiBsante de residus permettant. 
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i) de former des complexes stables avec un acide raicleique, ARN et 
ADN, notamment TADN, par interactions electrostatiques avec les charges 
negatives de Tacide nucl6ique, notamment de TADN et le reste des charges 
positives du polymere substitue par les susdits r6sidus, et 
5 ii) de feciliter la dissociation du complexe et le relaigage de Tacide 

micleique afin de permettre une bonne expression du gene dans les cellules. 

En effet, le susdit polymere substitue permet une condensation de T ADN 
qui reste trfes forte par suite d'un ph6nomene cooperatif entie les charges 
positives et negatives du polymere et de TADN. Le polymere substitu6 par 
10 exemple a 58% avec un susdit residu possSde moins de charges positives, ce 
qui reduit la coop£rativit£ des interactions et facilite la dissociation entre 
TADN et le polym^. 

La dissociation du complexe pent etre mesuree dans les conditions 
decrites k propos de la figure 6. 

Pris isolement, le conjugue polymerique contient des monomferes portant 
des fonctions NH2 libres, susceptibles dans les conditions de pH appropri6es 
(pH < 10). die devenir NH3+. 

Par ailleurs, la presence d'un signal de reconnaissance membranaire 
cellulaire n*est pas obligatoire. 
20 L'e?qpression selon laquelle ''les residus substituant NH3+ ne 

correspondent k aucun signal de reconnaissance membranaire cellulaire" 
signifie qu'ils ne correspondent k aucun signal dans la mesure des 
connaissances actuelles de la litterature. 

Par signal de reconnaissance recoimu par un recepteur membranaire 
25 cellulaire, on designe genfiralement une mol&ule ou un complexe moleculaire 
Citable de reconnaitre selectivement un ligand (afifinite 
signal-recepteur > VflVmole). 

Le nonibre de signaux de reconnaissance qui substituent les NH3+ 
libres des susdits motifis et/ou les groupes hydroxyles des susdits rSsidus varie 
30 de0&40%. 

Etant donn6 que le nombre de NH3+ libres sur le conjugu£ polym6rique 
doit etre d'au moins 30%, lorsque les NH3+ des susdits motife sont substitu£s 
par 10% de residus non charges notamment gluconoyle, les signaux de 
reconnaissance peuvent etre jusqu'a 40% sur les 90% des NH3+ non engages 
35 avec des r&idus non charges et/ou sur les groupes hydroxyles des susdits 
residus. Lorsque les NH3"*" des susdits motifs sont substitues par 45% de 
residus non diarges, les signaux de reconnaissance pwivent etre sur 25 des 
55% des NH3+ non engages avec les r£sidus non charges et/ou sur les 
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hydroxyles des susdits residus. En revanche, lorsque le nombre de NHs"*" 
engages dans des liaisons avec les residus augmente jusqu*a 70%, afin que le 
conjugue polym6rique garde au moins 30% de NH3+ libres, les signaux de 
reconnaissance ne peuvent plus etre que sur les hydroxyles des susdits residus. 
5 Le taux de substitution des fonctions NH3 + libres des susdits motifs par 

des rfisidus non charges peut etre d£tenmn£ selon 2 methodes: 

P) une m^tbode colorini£triq[ue apres reaction de I'acide 
2,4,6 trinitobenzdne sulfonique (TNBS) (Fields R. (1971) The measuiement of 
anuno groups on proteins and peptides. Biochem. J., 124: 581-590) avec les 
10 groupes c-amino des r£sidus lysnie libres de la polylysine gluconoylee par 
r^yport a la polylysine non substitute; 

le nombre moyen de residus ghiconoyle fixes par mol6cule de polylysine 
est obtenu par difKrence avec le nombre moyen de residus lysme par molecule 
de polylysine; 

15 2*") une methode physique en utilisant la resonance magnetique micleahre 

(RNM); les spectres RMN sont realises a 300 MHz avec 4 mg de polylysme 
gluconoylee lyophilisee dans D2O et repris dans 0,5 ml de D2O (Figures 9 et 
10); 

le nombre moyen x de residus gluconoyle fixes par mol&ule de 
20 polylysine est d£terminee a partir de la relation: 

X = 3/2 . (hGlcA^ys)- DP 

oii h^^ys est la valeur de TintSgration k 1,7 ppm correspondant aux 6 protons 
des carbones 3» 4 et 5 (Figure 1) d'un r&idu lysine de la polylysine, hoicA ^ 
la valeur de Tintegration k 3,8 ppm correspondant a 4 protons d'un groupe 
25 gluconoyle (Figures 9 et 10) et DP est le degre de polymerisation de la 
polylysine; 

la formule ci-dessus est a ads^ter en fonction de la nature du residu. 

n fiaut noter que la determination du nombre de r6sidus non charges sur 
le conjugue polymerique dq)end de la methode utilise. Ce nombre est 
30 surestimd lorsque Ton utilise le dosage colorimetrique qui permet de calculer 
par difG^rence un nombre relatif de rfsidus non chai^ts sur le conjugue 
polym6rique. En revandie, la RMN permet de calculer directement le nombre 
de residus non charges ind£pendamment de la concentration en conjugu6 
polymerique. 

35 Dans ce qui precede ou dans ce qui suit, sauf indications contraires, le 

taux de substitution des fonctions NH3''' libres est donne dans le cadre de la 
methode colorimetrique. 
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L* invention conceme notamment un complexe entre au moins un acide 
nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue polymerique 
6tant de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un 
5 polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH3+ libres des 
susdtts motifs et £tant tel que: 

- les fonctions NH^'^ libres des susdits motifs sont substitutes dans un 
Tzppon d'au moins 10%, avantageusement de 45% k 70%, notamment de 
60%, par des r6sidus non charges entrainant une diminution des charges 

10 positives par rapport au meme conjugue polymerique non substime, facilitant 
le lelargage de I'acide nucleique par la dissociation du conq>lexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprittes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
15 reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3"*" libres des susdits motifs des susdits residus 
pouvant Stre egalement substituees par au moins une molecule qui constitue un 
signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire ceUuIaire, 
sous reserve que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de 

20 fonctions NH3+ libres. 

L'invention conceme notamment un complexe entre au moins un acide 
nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique charg6 
positivement, la liaison entre Tacide nucldique et le conjugue polymerique 
etant de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un 

25 polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH3'^ libres des 
susdits motife et ttant tel que: 

- les fonctions NH3'^ libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 

30 positives par rapport au meme conjugut polymerique non substitue, facilitant 
le relargage de 1* acide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietds suivantes: 

-> ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 

ils ne correspondent k aucun signal de reconnaissance 
35 reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les groupes hydroxyles des susdits residus pouvant etre substituees par 
au moins une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par 
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un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue 
polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres. 

Selon un mode de realisation avantageux, Tinvention conceme un 
complexe entre au moins un acide nucleique charge negativement et au moins 
5 un conjugue polym6rique charge positivement, la liaison entre I'acide 
nucleique et le conjugue polymerique 6tant de nature 61ectrostatique, le 
conjugue polymerique contenant un polymere. forme de motifs monomeres 
portant des fonctions NH3+ libres, notamment des residus de lysine et 6tant 
tel que: 

^0 - Jes fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substituees dans un 

report d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%. notamment 
d'environ 60%, par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au mcme conjugu6 polymerique non substitue, 
facilitant ainsi la dissociation du con^>lexe et le relargage de Tacide nucleique, 
1^ - les susdits residus poss^dant en outre les propri6tes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
— > ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance de 

cellules, 

- 0 a 40% du nombre des fonctions NH3+ libres des susdits motifs etant 
20 6galement substitutes par une molecule qui constitue un signal de 

reconnaissance reoonmi par un recepteur membranaire cellulaire, ce signal de 
reco n naissa n ce ayant un poids mol&ulaire infierioir a 5000, sous reserve que 
le conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres, 
et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance pouvant I'toe k 
25 raison d*une molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique 
ou d*environ 60 molecules pour envkon 10 000 motife du conjugue 
polymerique. 

L' invention conceme plus particulidrement un conq>lexe entre au moins • 
un acide nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique 
30 charge positivement, la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue 
polymerique etant de nature eiectrostatique, le conjugue polymerique 
contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions 
NH3+ libres, notamment des residus de lysine et etant tel que: 

- les fonctions NH3~I~ libres des susdits motifs sont substituees dans un 
35 rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment 

d'envuron 60%, par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, 
facilitant ainsi la dissociation du CQnq)lexe et le relargage de Tacide nucleique. 
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- les susdits residus possedant en outre les propriety suivantes: 

-> ils component au moins un groupe hydroxyle, 

ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
membranaire cellulaire» 
5 - les fonctions NH3+ libres des susdits motifs pouvant etre egalement 

substituees par uk molecule qui constitue un signal de reconnaissance 
membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant un poids 
moldculaire inferieur k 5000, 

et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance pouvant I'etre i 
10 raison d'une molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique 
ou d'environ 60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugu6 
polymerique. 

Dans ces conditions, compte tenu du faible nombre de signaux de 
reconnaissance, au moins 30% des NH3+ du conjugue polymerique sont 
15 libres. 

Lorsqu*ils sont presents, les signaux de reconnaissance ont pour but de 
conferer a la transfection la s61ectivit£ de la transfection vis a vis de dtff^rents 
types cellulaires et de rendre efficace la transfection in vivo. 

Les signaux de reconnaissance ont £galement pour efiet, compte tenu de 
20 ]em charge generalement neutre, d'entrainer une diminution des charges 
positives du conjugue polymSrique. 

Les signaux de reconnaissance sont des molecules de petite masse 
moleculaire (< SOOO daltons). 

Le nombre de molecules de signal de reconnaissance fix6 sur le 
25 polymere modifi6 pent etre, 

- pour une molecule signal de tres haute aCTmite vis a vis de son 
r£cepteur, de 0,5 a 5, avantageusement 1 molecule pour environ 10 000 motifs 
monomeres de polym^ substitu£ soit 1 molecule pour environ 50 molecules 
de polymgre substitu£; 

30 - pour une molecule signal de moyenne affinite vis a vis de son 

recepteur, d*environ 10 a environ 100, avantageusement 60 molecules pour 

environ 10 000 motifs monomeres de polymere substitue. 

Une molecule signal de tres haute affinite correspond a une waksar de Ka 

d*au moins 10^ 1/mole. 
35 Une mol&:ule signal de moyenne afSnitd correspond a une valeur de Ka 

d*au moins 10* 1/mole. 
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Selon un mode de realisation avantageux, dans les complexes de 
rinvention, le polymere contient un groupement polymerique de fonmile (I) 
suivante: 



10 



IS 



20 



25 



30 



•NH- 




(D 



dans laquelle: 



p est mi nombre entier variant de 2 a 500 de preference de 150 a 



200, 



35 



• n est mi nombre entier variant de 1 5 et vaut de preference 4, 
. ce groupement polymerique contenant un nombre de p radicaux R 
parmi lesquels: 

* 10% k 70% du nombre des radicaux R representent un 
groupe NH-CO-(CHOH)ni-Ri, notamment un reste dihydroxypropionoyle, 
6rythrononoyle, thr6onoyle, ribonoyle. arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, 
gluconoyle, galactonoyle, mannonoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle» 

• m est im nombre entier de 2 a 15, de preference de 2 a 7, 
. Rl represente H ou un radical alcoyle de 1 a 15 atomes de carbone, 
notamment CH3 ^ 

* le reste des radicaux, c'est-i-dire 30% a 90% du nombre 
des radicaux R rqnrdsentent NH3+, 

* R pouvant en outre etre constitue de 0 a 25% par une 
molecule qui constitue un signal de reconnaissance, sous reserve que le 
conjugug polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ fibres, et 
notamment a raison de 0,5 a 5, avantagoisement de 1 molecule pour environ 
10 000 motift, 

ou a raison de 10 a 100, avantageusement de 60 molecules pour environ 
10 000 motife* 

Selon un mode de realisation avantageux, Tinvention conceme un 
complexe comme d^finit pr6c6denmient, dans lequel le polymere comprend un 
groupement polymerique de formule (II): 
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-NH CH — C- 

I II 

(CH2)4 O 

1 



(H) 



10 



15 



dans laquelle: 

. p a les significations indiquees ci-dessus, 
10% a 70% du nombre des residus R rqyresentent un groupe 
NH-CCKCHOH)in-Ri, m et Ri ayant la signification indiqude ci-dessus, 

* le reste des nulicaux, c'est-&-<liie 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3+, et de 0 & 25% des radicaux R pouvant etre 
subtitues par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconmi 
par un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue 
polymerique contienne au moins 30% de fonctions NHs"^ libres. 

Selon un autre mode de realisation, dans les complexes de I'invention, le 
polymere comprend un groupement polymerique de forraule (JS): 



20 



•NH 



-CH C 

I II 
(CH2)4 O 

I 



(ID 



25 dans laquelle: 

• p a les significations indiquees ci-dessus, 

* 10% k 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CCHCHOH)in-Ri. m et Ri ayant la signification indiqufe ci-dessus, 

le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
30 radicaux R representent NH3~^ . 

Dans cette classe de conq>lexes de T invention, le polymere est de la 
polylysine. 

Comme le montrent les exemples, les cellules HepG2 (hepatocarcinome 
humain) sont efficacement transfect6es par de la polylysine substitute par 58 ± 
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10 



12% (110 ± 22 rdsidus) gIiicx)noyIes (environ 300 fois plus qu'avec le 
piasmide seul). Les polylysines substituees par pen ou trop de residus 
gluconoyles sont pas ou peu efficaces pour obtenir une bonne transfection. 

La polylysine substituee par 58 ± 12% de gluconoyles a pennis de 
transfecter differentes ceUules (humaines et murines, adherantes ou en 
suspension) avec une grande efficacite, modulee selon le type cellulaiie et le 
promoteur utilise. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, dans les complexes de 
rinvention, le polymere comprend un groupement polymerique de formule 
(H): 



15 



-NH- 



-CH — C 
I II 

(CH2)4 O 

I 

R 



(D) 



dans laquelle: 

p a la signification indiquee ci-dessus» 
20 • ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux 

R parmi lesquels: 

* 10% k 70% du nombre des radicaux R representent un 
ecojjpo NH-CO-(CHOH)n|-Ri, m et Ri ayant les significations indiqufies ci- 
dessus, 

25 ♦ le reste des radicaux, c'est-a-<lire 30% a 90% des 

radicaux R representent d'une part NH3"*" et d'autie part une molecule qui 
constitue un signal de reconnaissance a raison de 0»S a 5, avantageusement de 
1 molecule pour 10 000 motifs. 

Selon un autre mode de realisation, dans les complexes de I'invention, 

30 le polymere comprend un groupement polymerique de formule (II): 



35 
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10 



IS 



20 



I 



(CH2)4 O 

I 

R 



dans laquelle: 

• p a la signification indiqu£e ci-dessus, 

• ce groupement poiymerique contenant un nombre p radicaux R panni 
lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 
groupe NH-CO-(CHOH)ni-Ri, m Rl ayant les significations indiquees ci- 
dessus, 

* le reste des radicaux, c'est-a-diic 30% a 90% de ces 
radicaux R representent d'une part NHs+et d'autre part une molficule qui 
constitue un signal de reconnaissance k raison de 10 k 100, avantageusement 
de 60 molecules pour environ 10 000 motifs. 

Dans les complexes de 1* invention, le signal de reconnaissance peut etre 
choisi panni: 

A) - des osides simples ou complexes reconnus par des lectines 
membranaires, et choisis parmi: 



(H) 



25 



30 



a. A^o-oligDside de type triantennaire lactosamine: recepteur 
d'aaalog^ycoprot^e 



Gaip 4GlcNAcp 2 Mana 6^ 



: Manp 4GlcNAcp 2 4GlcNAcP 



Gaip4GlcNAcp4. 



Gaip 4GlcNAcp 2- 



Mana 3^ 



35 
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b. Asialo oligoside de type lactosamine tetraantomaire: rfceptenr 
d'asialo^ycoprotfine 

Gaip 4GlcNAcp 6 

"^^^Mana 6 
Galp4GlcNAcP2^^^ 

Galp 4GIcNAcp 4 

^ Mana 3' 
Galp4GIcNAcp2'^ 

c. Lewis x:LECAM 2/3 



Gaip4 

GlcNAcp 3Gaip 



Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp 



Fuca3' 
d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2 
Neii5Aca3Gaip 4^ 



^ GlcNAcp 3Galp^ 
Fuca3^^^ 

e. Wxbri de Lewis x sulfate (HNKl): LECAM 1 

iSOf) 3Glc UAp 3Gaip 4 



.GIcNAcp3Galp4Glc 
Fiica3-^ 

f . CNigomaiiiioside: Heeptear da mannose 



Mam 2Mana 6 

Mana 6 

Manas'^ ^^Manp 4GlcNAcP 4GlcNAcp 



Mana2Mana Mana 3 



/ 
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g. Oligomannoside ph sph ryl€: r^pteur de mannose 6 phosphate 

(HPO3-) 6 



h. Oligosaccharide de type lactosamiiie sulfate: r^cepteur de GalNAc 
4 sulfate 

(SO3-) 4GlcNAcP 4GlcNAcP 2Mana 6 



(SO3-) 4GlcNAc|J 4GlcNAcp 2Mana 3^ 
B) des peptides 

a) peptides anti-inflammatoiies ou certains de leurs fragments reconnus 
par des recepteurs de la parol vasculaire, tels que par exenq)le: 

- polypeptide vasodilatateur intestinal (VIP) 

HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN-NH2 

- polypeptide atrial natriur6tique (ANP) 

SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY 

-lipocortine 

HDMNKVLDL 

-bradykinine 

RPPGFSPFR; 

b) peptides ligands des int^grines, tels que les peptides contenant la 
s&pience RGD tel que le recepteur de la fibronectine; 

c) fiacteurs chimiotactiques, tels que les fonnyl pq)tides et antagonistes: 
FMLP, (N-formyl-Met-Leu-Ph6); 

d) hormones peptidiques tels que 
a-MSH: AC-SYSMEHFRWGKPV-NH2 

Q Metabolites naturels tels que: 

- la biotme, 

- le t^trahydrofolate. 




Manp 4GlcNAcP 4GlcNAcP -> 




ManP 4GlcNAcp 4GlcNAcp -> 
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- I'acide folique, 

- la carnitine. 

Dans les complexes de Tinvemion, Tacide nucieique pent etre choisi 
panni: 

5 a) des genes marqueurs» tels que 

- gtees contenant la luciferase, 

- genes contenant la P-galactosidase, 

* g^nes contenant la chloian^henicol acetyl transfi&rase, 

- ghoes conferant la resistance k un antibiotique, tel que 
10 rtqrgromycine ou la neomycine; 

b) des genes a visee tfaerapeutique, tels que 

- r&:epteurs des lqx>prot£ines de fiaible densite, deficient dans les cas 
d'hypercholesterolemie (foie), 

" fecteurs de coagulation: facteurs Vm et K, 
15 - phenylalanine-hydroxylase (phenylcetonurie), 

- adenosme d&aminase (immunodeficience ADA), 

- enzymes lysosomiques, tels que la p-glucosidase dans le cas de la 
maladie de Gaucher, 

- dsrstrophine et minidistriphine (myophatie), 
20 - tyrosine hydroxylase (Paridnson), 

- fecteurs de croissance des neurones (Ablieimer), 

- CFTR cystic*fibrosis transmembrane conductance regulator 
(mucoviscidose), 

* alphal-antitrypsine, 

25 - cytokines (interleukines, TNF: &cteur de necrose des tumeurs). 

- thymidine kinase du virus Herpes sinq>lex» 

- NO synthase, 

- recepteurs de Tangiotensine II, 

- genes suppresseurs de tumours, tels que le gene de la proteine pS3, 
30 - prot6ines du MHC, systtoie majeur d'histoconqmtxbilit^, en 

particulier HLA-B7, 

- cytosine d6saminase, 

- genes codant pour des ARN sens et antisens, 

- genes codant pour des ribozymes, 
35 c) des genes a visee vaccinale 

- g^nes codant pour des antigenes viraux (vaccination), par exenq)le: 
gene codant pour la nucleoproteine du virus de la grippe. 
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Une classe avantageuse de coiiq)lexes selon I'invemion, comprend caix 
dans lesquels: 

- le polymere, notamment la polylysine presente un degre de 
polymerisation d'environ 100 a environ 500, de preference 190, 

5 - les fonctions NH3+ libres des motifs lysine etant substituees a 60% 

par des groupements gluconoyle et 6venttiellement par une mol&ule 
constituant un signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine lorsque 
ladite mol&ule signal possMe une affinitfi d'au moins 10^ 1 mole'i vis a vis du 
recepteur de la cellule que le complexe doit cibler ou 6ventuellement par 60 

10 molecules de signal de reconnaissance pour 10 000 i&idus de lysine lorsque 
ladite molficule signal possdde une affinite inferieure d'au moins 10* 1 mole-i 
vis i vis du susdit r&eptair, 

- Tacide nucl£ique pr£sente un poids mol&nilaire d'environ 6.10^ k 
environ 25.10^. et 

^5 - le rapport entre le nombre moyen de paires de base de Tacide 

nucl6ique par molecule de motif de monomere, notamment la lysine est 
d'environ 0,9 a environ 1,1, de preference d'environ 0,95 a environ 1,05. 

L'invention conceme egalement un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre I'acide nucl6ique et le conjugue polymerique 

20 fitant de nature electrostatique, le conjugue polymerique conienant un 
polymere form6 de motifis monom&res portant des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs et etant tel que: 

- les foiK^ions NH3+ libres des susdits motifis sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 

25 60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 
positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant 
le relargage de I'acide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils component au moins un groupe hydroxyle, 
30 -> lis ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 

reconnu par un leceptrar membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3'^ libres des susdits motifs et/ou les groupes 
hydroxyles des susdits residus pouvant etre egalement substitutes par au moins 
une mol&ule qui constime im signal de reconnaissance reconnu par un 

35 recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue polymerique 
contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres. 

Ce conjugue polymerique est im composant interm&iiaire des complexes 
decrits precedemment. 
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Selon un mode de realisation avantageux, T invention conceme un 
conjugue polym6rique charge positivement, la liaison entre Tacide nucleique et 
le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, le conjugue 
polymerique contenant un polymere forme de motift monomeres portant des 
5 fonctions NH3 + libres des susdits motifs et etant tei que: 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motife sont substitutes dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% k 70%, notamment de 
60%, par des residus non duu:g6s entrainant une diminution des charges 
positives par report au meme conjugue polymerique non substitufi, faciliiant 

10 le relargage de I'acide micl6ique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus poss£dant en outre les propri6tes suivantes: 

ils conqM>rtent au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulau^, 

'5 - les fonctions NH3+ libres des susdits motifs des susdits residus 

pouvant etre egalement substituees par au moins une molecule qui constitue un 
signal de reconnaissance reconnu par un r&epteur membranaire cellulaire, 
sous reserve que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de 
fonctions NH3+ libres. 

20 Selon un mode de realisation avantageux, 1' invention conceme un 

conq>lexe entre au moins un acide nuclSique charge negativement et au moins 
un conjugue polymerique charg6 positivement, la liaison entre I'acide 
nucl6ique et le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, 
le conjugue polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres 

25 portant des fonctions NH3 + libres des susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3'*' libres des susdits motifs sont substitutes dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des rtsidus non charges entnuoiant une diminution des charges 
positives, par rapport au m6me conjugue polymerique non substitut, facilitant 

30 le relargage de I'acide nucleique par la dissociation du conq>Iexe, 

- les susdits residus poss6dant en outre les proprittes suivantes: 

-> ils con4)ortent au moins un groupe hydroxyle, 

ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 
35 - les groupes hydroxyles des susdits residus pouvant etre egalement 

substituees par au moins une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve 
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que le conjugue polym£rique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ 
libres. 

L' invention concerne 6galement un conjugue polymerique charge 
positivement, contenant des motifs portant des fonctions NH3+ libres, 
S notamment des residus de lysine et etant tel que: 

- les fonctions libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70% par des residus non 
charges entnunant une diminution des charges positives par rapport au meme 
conjugu£ polym£rique non substitue, 

10 - les susdits r^idus possedant en outre les propri£t& suivantes: 

ils conq)ortent au moins un groupe hydroxyle. 
Us ne correspondent a aucun signal de reconnaissance de 

cellules, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs pouvant etre egalement 
15 substimees par une mol6cule qui constitue un signal de reconnaissance 

membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant un poids 
moleculaire inferieur a SOOO, 

et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance peut Tetre a raison d'une 
mol6cuie pour environ 10 000 motifis du conjugue polymerique ou d'enviion 
20 60 mol&niles pour environ 10 000 motifs du conjugu£ polymerique. 

Une classe avantageuse de conjugu£s polymeriques de Tinvention 
contient un groupement polymerique de formule suivante: 



25 



■NH- 



-CH — C 

I II 
(CH2)n O 
I 

R 



(D 



_ P 



30 dans laquelle: 

• p est un nombre entier variant de 2 a 500 de preference de 150 k 200 
n est im nombre entier variant de 1 a 5 et vaut de preference 4, 

. ce groupement polymerique contenant un nombre de p radicaux R 
parmi lesquels: 

35 10% a 70% du nombre des radicaux R reprfsentent un 

groupe NH-CO-(CHOH)n|-Ri^ notamment 
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15 



un reste dihydroxypropionoyle. erythrononoyle, threonoyle^ 
ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, gluconolye, galactonoyle, 
mannonoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle, m est un nombre entier de 2 i 
15, de preference de 2 a 7, 

• Rl represente H ou un radical alcoyle de 1 a 15 atomes de carbone. 
notamment CH3, 

* le reste des radicaux. c'est-i-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R iiq>r£sente NH3+, 

* R pouvant en outre etre constitue de 0 4 25% par une 
molecule qui constitue un signal de recoimaissance, sous reserve que le 
conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres, et 
notamment a raison de 0,5 k 5, avantag«isement de 1 molecule pour environ 
10 000 motifs, 

ou a raison de 10 4 100, avantageusement de 60 molecules pour 
environ 10 000 motifs. 

Une autre classe avantageuse de conjugues polym6riques scion 
rinvention contient un groupement polymdrique de formule (U): 



20 



25 



30 



-NH — CH — C — 
I II 

(CH2)4 O dD 

I 

R 



dans laquelle p a les significations indiquees ci-dessus, 

* 10% a 70% du nombre des residus R representent un grcHipe 
NH-C(HCHOH)in-Ri, m et Ri ayant la signification indiquee a la ci-dessus, 

^ le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3+. 

Une autre classe avantageuse de conjuguds polymMques selon 
rinvention contient un groiq)ement polym6rique de formule (Ji): 



35 
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•NH CH — C- 

I II 
(CH2)4 O 
I 

R 



(H) 



10 



15 



20 



25 



30 



dans laquelle: 

• p a la signification indiquee ci-dessus, 

• ce groupement polym£rique contenant un nombre p ladicaux R 
panni lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R reprdsentent un 
groupe NH-CO-(CHOH)ni-Ri, m el Ri ayant les significations indiquees ci- 
dessus, 

* ie reste des radicaux, c'est-a-dire 30% k 90% des radicaux R 
representent d'une part NH3~^ et d'autre part une molecule qui constitue un 
signal de reconnaissance k raison de 0,5 a 5, avantageusement de 1 mol&nile 
pour 10 000 moti£5. 

Une autre classe avantageuse de conjugues polymeriques selon 
i'invention contient un groupement polymdriquede formule (II): 



"NH — CH — C 

i II 
(CH2)4 O 

I 



OD 



dans laquelle: 

. p a la signification indiquee ci*dessus, 

• ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux R panni 
lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 
groupe NH-CO(CHOH)ni-Rb m et Ri ayant les significations indiquees a la 
revendication 2, 
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* le reste des radicaux, c'est-a^ire 30% a 90% de ces 
radicaux R representent d'une part NH3+et d'autre part une molecule qui 
constitue un signal de reconnaissance a raison de 10 a 100, avantageusemenl 
de 60 molecules pour environ 10 000 motifs. 

Dans les conjugues polym6riques de Tinveniion, le signal de 
reconnaissance membranaire cellulaire pait etrc choisi panni ceux explicitfe a 
propos des con4)Iexes d&rits ci-dessus. 

L'invention vise £galement un proced6 de preparation de conq>lexes 
decrits ci-dessus. 

De fa?on generale, un polymere conq)ortant des amines primaires 
(fonctions NH3+ libres) est partiellemcnt substitue par action d'un acide 
organique hydroxyl6 O'acide gluconoique en particulier), en milieu organique. 

Par exemple, un sel de polylysine (notamment sous forme de p-tolu&ne 
sulfonate) est dissous dans un solvant organique, (notamment le 
dimethylsulfoxide) en presence d'une base (notamment la 
diisopropyl6thylamine) et traite par un acide organique hydroxyl£ active 
(notamment la gluconolactone). 

Les signaux de reconnaissance sont fix£s sur le polymere, soit avant soit 
aprte rintroduction des acides organiques hydroxyles. 

Les signaux de reconnaissance peuvent etre lids aux groupements aminfo 
du polymere ou aux hydroxyles des acides organiques hydroxyl6s; ces 
substitutions suivent Tun quelconques des protocoles connus de I'homme de 
rart. 

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
polylysine gluconoylee, on indique ci-aprfes la fixation d'osides ou 
d'oligosides. 

1) Fixation d'osides. 

Des osides simples soni sous la forme de derives ph6nylisothiocyanates 
qui peuvent reagir dans le DMSO en presence de diisopropylethylamine avec 
les fonctions examine des r&idus lysines libres de la polylysine gluconoylee 
comme precddemment d&rit dans: Midoux et al., 1993, Nucleic Acids Res., 
21: 871-878. 

2) Fixation d'oligosides. 

Des oligosides complexes tels que les asialo-oligosides de types 
triantennaire ou tetraantennaire ou Lewis x sont obtenus sous forme de 
giycopeptides selon la methode decrite par Nadia Normand Sdiqui, 1995, 
Synthese de glycoconjugues specifiques de lectines membranaires et 1^ 
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Utilisation pour cibler oligonucleotides et genes. (Ttibst universitaire du 
5 janvier 1995, Universite d*0rl6ans). 

Les glycopeptides sous forme phenylisothiocyanates sont fixes sur les 
fonctions e-amine des residus lysines iibres de la polylysine gluconoylee 
5 comme precedemment d&rit dans: Midoux et al., 1993, Nucleic Acids Res., 
21: 871-878. 

Le complexe acide nucleique/conjugue polymerique est obtenu en 
milangeant une solution de Tacide nucleique conceme et une solution du 
conjugufi polymerique. De preference, lesdites solutions sont preparees a 
10 partir du serum physiologique ou d'un tanapon ou d'un milieu cytocon^atible. 

L*invention conceme ^galement Tutilisation d'un complexe ou d'un 
conjugue selon I'invention, pour la transfection in vUro, ex vivo ou in vivo de 
cellules a I'aide d'un gene, notamment ceux definis ptec£demment. 

L' invention vise egalement I'utilisation d'un complexe ou d'un conjugue 
15 selon rinvention, pour transfecter des cellules qui peuvent etrc choisics parmi: 

- des cellules souches hematopoietiques; 

- cellules du foie; 

* cellules des muscles squelettiques; 

- cellules de la peau: 
20 . fibroblastes, 

. k^ratinocytes, 

. cellules dendritiques, 

• melanocytes. 

- cellules des parois vasculaires; 
25 . endotheliales; 

• musculaires lisses; 

- cellules 6pith61iales des voies aeriennes; 

- cellules du systdme nerveux central; 

- cellules canceroises; 

30 - cellules du systbne immunitaire, telles que lymphocytes, 

macrophages, cellules NK etc. . . 

Une m^tbode de transfection in vitro^ ex vivo ou in vivo de Tinvention 

conq>rend la mise en presence un complexe de 1' invention, dans un milieu 

contenant des cellules a transfecter, dans des conditions telles qu'il y a: 
35 - passage du complexe a partir du milieu dans le cytoplasme des 

cellules, 

- relargage de I'acide nucleique implique dans le susdit complexe dans 
le cytosol des cellules, 



wo 9500020 



23 



PCT/FR9SA)0S3S 



- transcription et expression de Tacide nucleique dans les cellules 
transfect£es. 

L'acide micKique est delivre dans le cytosol et/ou dans le noyau de la 
cellule 01^ il doit s'exprimer. 

L'invention conceme 6galement des con^sitions pharmaceutiques, 
conq)renant i titre de substance active, I'un au moins des complexes ou I'un au 
moins des conjugufe selon Tinvemion, en association avec un vehicule 
phannaceutiquenient acceptable. 

Les complexes ou conjugu& de l'invention peuvent egalement 6tre partie 
a une trousse ou un kit, coiiq)renant par exemple: 

- un conjugue polymfirique selon l'invention, par exemple, la polylysine, 
substitute par un residu entrainant une diminution des charges des groupes 
NH3+ libres, ce conjugue polymerique etant apte a conqwrter eventuellement 
un signal de reconnaissance, lequel est prealablement fixe ou non sur le 
conjugue polymerique, ledit signal de reconnaissance etant fonction de la 
cellule k cibler, 

- Sventuellement un plasmide contenant au moins un gene a transferer, et 
le syst&me de regulation du susdit gene, 

- des rfiactifs pennetiant la fixation 6ventuelle du signal de 
reconnaissance sur le susdit conjugu£ polymerique, 

- des rdactife permettant la formation d'un conqilexe selon l'invention 
entre le conjugue polymerique et le gene k transferer, 

- des reactifs permettant la transfection de la cellule par le susdit 
complexe. 

Concernant le signal de reconnaissance, il faut souligner qu'il n'est pas 
necessairwnent prfaent sur le conjugue polymerique. n peut en effet etre a part 
dans la trousse et etre grefiK sur le conjugu6 polymerique avant I'utilisation, 
Par ailleurs, le signal de reconnaissance peut 6tre absent de la trousse et 
I'utilisateur peut, en fonction des ceUules a cibler. utiliser le signal de 
reconnaissance de son chofat pour le grefier sur le conjugue polymerique de la 
trousse. 

L'invention conceme 6galement I'utilisation d'un complexe ou d'un 
conjugue selon l'invention, pour la preparation d'un medicament destin6, par 
exenq)le, au traitement d'une d6ficience metabolique congenitale ou acquise, 
ou au traitement de tumeurs, ou pour la preparation d'un vaccin, par exemple 
vaccin contre la grippe. 

Les conjugues polymeriques et les complexes de l'invention peuvent etre 
utilises pour transfecter ex nvo unite cellule apte k presenter un antigene, par 
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exemple. des precurseurs de macrophages, des macrophages, des cellules B ou 
des cellules dendritiques. 

Lorsqu'on souhaite transfecter des macrophages, ceux-ci peuvent etre 
pr6par& selon la mcthode decrite par M. Chokri et coll. dans Anticancer 
5 Research 12. 2257-2260, 1992. 

Les complexes et conjugues polymeriques de rinvention peuvent etie 
utUisfs pour transfecter des macrophages en dehors de I'organisme, loisqu'ils 
sont en milieu de culture, avant ou aprts separation par Slutriation. 

On peut utiliser une methode analogue a celle utilis£e pour la 
10 transfection des cellules HepG2, mais en utilisant un oligosaccharide ciblant, 
par exemple le recepteur du mannose; (pour la transfection des cellules 
HepG2, on peut se reporter aux exemples ci-apres ou k Tarticle de C. Sureau, 
J. L, Romet-Lemonne, J. Mullins et M. Essex: "Production of hepatitis B 
virus by a differentiated human hepatoma cell line after transfection with 
15 cloned circular HBV DNA. Cell, 47. p. 37^7, 1986, ou k Tarticle de Midoux 
et al., intitole: "Specific gene transfer mediated by lactosylated poly-L-lysme 
into hepatoma cells". Nucleic Acids Research. 1993, vol. 21, N** 4, pages 
871-878). 

Les macrophages transfectes "er vivo" sont reinject£s au patient apids 
20 verification de Tefficacitd de la transfection selon des metiiodes classiques 
d'immunomarquage. 

L'acide nucleique dans le complexe de Tinvention peut etre: 

- soit un gene a visee th6rapeutique pour pallier une deficience 
metabolique congenitale ou acquise. (par exen5)le, facteurs de coagulation, tel 

25 que le fiicteur Vm ou le fecteur DC). 

- soit un gene k visee vaccinale (par exentple, un gene codant pour une 
prot^ine exprim£e a la sur&ce d*une tumeur. ou un gene de prot6ine virale. 
bact£rienne ou parasitaire). 

Dans le cas d*une vaccmation par leinjection de macrophages 
30 transfectes, la pn>t6ine antig£nique est txpnmsc et est en partie piesente a la 
surface du macrophage permettant une presentation antigenique MHC type 1 
dependante. 

L'acide nucleique dans le complexe de I'invention peut etre egalement un 
gene confiSrant aux macrophages des proprietes nouvelles soit directement, soit 
35 par expression de ^tokines, 

• cytokines ayant un effet directement sur le macrophage, lui 
confisrant des proprietes physiologiques nouvelles; 
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par exeiiq>le: - transfection du gdne du y interferon; dans ce 
cas le macrophage est auto active en permanence, ce qui augmente ses 
propriet£s cytotoxiques; 

- transfection du gene du TNFa modifi6 ou non; dans ce cas il 
5 y a augmentation des capacit6s anti tumorales des macrophages; 

. cytokines ayant un effet sur ies populations cellulaires au voisinage 
des macrophages transfectes; 

par exemple: - transfection du gene de riL2 pour stimuler Ies 
cellules T cytotoxiques au yoismage de la tumeur colonist par les 
10 macrophages. 

Description des figures 
Figure 1: 

1^ Elle represente un fragment de polylysine gluconoylee. 

Figure 1 bis: 

Elle represente \m fragment de polylysine dans laquelle certaines des 
fonctions NH3+ de la polylysme sont substituees telles que R = NH3+ ou 
20 NNHCO(CHOH)ni Rl » Rl ayant les significations indiquees ci-dessus. 

Figure 1 ten 

EUe represente I'analyse par ^lectrophorese sur un gel d*agarose a 0,6% 
du plasmide pSVZLuc complex^ avec des quaniites variables de polylysine 

25 gluconoylee. 

Les complexes ADN/polylysine gluconoylee sont prepares en ajoutant 
goutte a goutte sous melai^e constant, des quantites variables (de 0 a 8 fig) de 
polylysine gluconoylee dans 60 /il de DMEM, a 2 /ig (0.6 pmol) de plasmide 
pSV2Luc dans 140 iil de DMEM. i^res 30 minutes a 20**C, 20 /il de chaque 

30 echantillon est analyse par 61ectrophorese a travers un gel d'agarose a 0,6% 
contenant du bromure d*etfaidimn pour visualiser I'ADN dans un tampon Tris 
borate EDTA (Tris 95 mM, acide borique 89 mM et EDTA 2,5 mM), pH 8,6. 
pLK-GlcA/ADN = 0 (a), 15 (b), 30 (c), 60 (d), 90 (e). 120 (f), 150 (g), 
180(h). 210 (i)et 240 0). 



35 



Figure 2: 

Elle represente le transfert de gene dans les cellules HepG2 en utilisant 
des polylysines gluconoyl6es (GlcA-pLEQ. 
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Les valeurs des gluconoyles sont determinees par dosage colorimetrique. 

Les conq)lexes ADN/poIymere formes entre le plasmide pSV2Luc et la 
polylysine substituee par differentes quantites de residus gluconoyles (de 15 a 
70%) ont ete determines par electrophorese en gel d'agarose. La polylysine 
5 substituee par plus de 140 residus gluconoyles ne peut former un complexe 
avec le plasmide. 

Les cellules HepG2 ont 6te incubees a 37**C pendant 4 hcures en 
presence de 100 fiM de chloroquine avec 1.5 nM de plasmide complex^ avec 
chacun des conjugufe. Le mUieu a ete elimine et les cellules ont et6 incub&s 

10 en absence de chloroquine el de plasmide. L'expression du gfene de la 
luciferase a ete determinee 48 heures plus tard en mesurant I'activitf de la 
luciferase dans les lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere 6mise 
(RLU) ont ete exprimees en mg de proteine ce qui correspond a 1.2 million de 
cellules HepG2, en fonction du rapport molaire GlcA/pLK et du degre de 

15 substitution de polylysine (%). 

Figure 2 bis: 

Elle repr&ente le transfert de gfene dans les cellules HepG2 en utilisant 
des polylysines gluconoyl6es dans les conditions identiques k celles decrites 
20 pour la figure 2. 

La difference avec la figure 2 est que les valeurs des gluconoyles sont 
calculees a partir des rdsultats RMN. 

Figure 2 ter: 

25 Elle conceme la formation des conqjlexes ADN/poIylysine gluconoylee. 

Elle conceme notanmient r6tude de la quantity de polylysine 
gluconoylfe complexee par molecule d*ADN plasmide de 5 W)) en fonction 
du rapport molaire polylysine gluconoylee/ADN (P/ADN). Les complexes 
ADN/ polylysine gluconoylee sont form& dans 1 ml de DMEM entre le 

30 plasmide pSV2Luc (3 pmole) et de la polylysine gluconoylee maiquee avec la 
fluoresceine et contenant 70 rgsidus gluconoyle. Les solutions sont 
centriftigees a grande vitesse. La quantite de polylysine gluconoylde 
complexee par molecule d*ADN (colonnes blanches) est la quantite totale de 
polylysme gluconoylee (determinee en mesurant Tabsorbance a 495 nm des 

35 solutions avant centrifiigation (colonne hachuree) moins la quantite de 
polylysine gluconoylee libre (detenninee en mesurant Tabsorbance a 495 nm 
des sumageants apres centrifiigation: colonne noire). 
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Figure 2 quater: 

Elle conceme la formation des complexes ADN/polylysine gluconoylde 
en fonction du nombre de residus gluconoyles fixes sur la polylysine. 

Les complexes ADN/polylysine gluconoylee sont formes dans 0,2 ml de 

5 DMEM entre le plasmide pSV2Luc (0,6 pmole) et des polylysines 
gluconoylees contenant jusqu'a 110 residus gluconoyles. Le rapport 
NH3+/nucI6otide repr6sente le nombre de charges positives par polylysine 
gluconoylee multiplie par le nombre de polylysine gluconoylee par ADN 
divis6 par le nombre de charges negatives portees par TADN dans les 

10 complexes formes avec le plus petit rapport molaire polylysine 
gluconoylee/ADN induisant un retard complet de TADN en electrophorese en 
gel d'agarose. En insert: on a tepr&ente la variation de la quantite de 
polylysine gluconoylee par mol&ule d'ADN dans les complexes formes avec 
le plus petit rapport polylysine gluconoylee/ADN induisant un retard complet 

15 de TADN en 61ectrophor6se en gel d'agarose. P/ADN est la quantity de 
polylysme gluconoylde par molecule d'ADN; GlcA/pLK ets le nombre moyen 
de residus gluconoyles par molecule de polylysine. 

Figure 3: 

20 Elle repr6sente le transfert de gene dans les cellules HepG2 en utilisant 

des polylysines gluconoylees (GlcA-pLK) 

Les complexes ADN/polymfere formes entre le plasmide pSV2Luc et la 
polylysine substitute par differentes quandtts de rtsidus gluconoyles (de IS k 
70%) ont etfi determines par electrophor^ en gel d'agarose. La polylysine 

25 substituee par plus de 140 r6sidus gluconoyles ne pent former un complexe 
avec le plasmide. Les cellules HepG2 ont 6t€ incubees k 37-C pendant 4 
heures en presence de 100 fM de chloroquine avec 1.5 nM de plasmide 
complexe avec chacun des conjugues. Le milieu a ete elimin6 et les cellules 
out 6t6 incubees en absence de chloroquine et de plasmide. L'expiession du 

30 gfene de la luciferase a ete determin6e 48 heures plus tard en mesurant 
I'activite de la luciferase dans des lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la 
lumiere 6mise (RLU) out ete e}q)rimees par rapport a celle obtemie dans la 
meme experience lors de la transfection des cellules HepG2 avec le conjugue 
polylysine lactosyI6 (Lact^LK). En ordonnts, on a represent^ les valeurs 

35 RLU/RLU de Lact^opLK, en fonction du nppon molaire GlcA/pLK d'une 
part, et de degre de substitution de polylysine (%). 
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Figure 3 bis: 

EUe conceme I'influence du nombie de r^sidus lactose. 
L'activite optimale d'un conjugu6 polymerique (polymere substitue par 
des lactoses) apparait lorsque 30% des groupes NH3+ sont substituds par du 
5 lactose. 

Figure 4: 

EUe conceme le transfert de gene dans differentes cellules en utilisant la 
polylysine gluconoyl6e (GlcA-pLK) 
10 Un con^lexe ADN/polymere a 6t6 forme entte le plasmide pSV2Luc et 

la polylysine substitute par 120 residus gluconoyles. Les ceUules ont ete 

incubees a ST^'C pendant 4 heures en pi^nce de 100 /iM de chloroquine av^ 
1.5 nM de plasmide conq)lexe avec la polylysine gluconoylde. 

Le milieu a £te eliming et les cellules ont £te incubees en absence de 

15 chloroquine et de plasmide. L*e;q)ression du gene de la lucif6rase a et6 
determinee 48 heures plus tard en mesurant Tactivite de la luciferase dans les 
lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere emise (RLU) ont &i 
exprimees par mg de proteine. MacroH = macrophages humains derives de 
monocytes; RBE4 = cellules endoth61iales de cerveau de rat; HFT. = cellules 

20 Iracemiques de la lignte £rythroide. 

Figure S: 

Elle rq>resente le transfert de g^ dans difGsrentes cellules en utilisant 
la polylysine gluconoylee (GlcA-pLK) 

25 Un complexe ADN/polymere a ete formS entre le plasmide CMVLuc et 

la polylysine substituee par 120 rfeidus gluconoyles. Les cellules ont 6t6 
incubdes a 37**C pendant 4 heures en presence de 100 |iM de chloroquine avec 
L5 nM de plasmide con5)lexe avec la polylysine gluconoylee, Le milieu a ete 
elimine et les cellules ont 6t£ incubees en absence de chloroquine et de 

30 plasmide. L'expression du gSne de la luciferase a ete determinee 48 heures 
plus tard en mesurant TactivitS de la hicifSrase dans les lysats cellulaires. Les 
valeurs relatives de la hmiicre emise (RLU) ont 6te exprimees par mg de 
proteine. 3LL = cellules (souris) du carcinome puhnonaire de Lewis; MacroH 
= macrophages humains derives de monocytes; RBE4 = celhiles endoth£liales 

35 de cerveau de rat; HepG2 = h^atocarcinome humain; HEL = cellules 
loicemiques de la lignee £iythroide; KS62 = cellules leucemiques de la lign£e 
erythioide. 
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Figure 6: 

Elle conceme la mesure de la dissociation des complies fonnds cntrc le 
plasmide pSV2Luc et la polylysine (degre de polymfirisation = 190) substituee 
par des lactoses. 

5 Des con:q)lexes ont €i€ fonnes entre le plasmide pSV2Luc avec soit la 

polylysine (pLK), soit la polylysine substituee par 60 residus de lactose 
(LactgopLK), soit la polylysine substituee par 80 residus de lactose 
(LactgopLK). Les conq)lexes ont ete fonnes dans une solution de NaCI 0.15 
M. la concentration de NaCl a et6 ensuite augmentfe. Les solutions de 

10 con^lexes ADN/polymfere a differentes concentrations en NaCl ont 6t& filtrees 
au travers d'une mmbrane de nitrocellulose 0.45 laa. dans cette experience, 
TADN non con9)Iex£ k la polylysine passe au travers du filtre alors que 
TADN complexe est retenu sur le filtre. La quantite d*ADN dissoci& de la 
polylysine a £te determinee en mesurant la quantity d*ADN pr&ent dans les 

15 filtrats en utilisant le DAPI (4\6-diamino-2-phenylindole), (Aem = 450 nm; 
Aexc = 360 nm) (Sigma)) comme sonde fluorescente. On a porte en ordonn6s 
le pourcentage d'ADN lie/ADN libre. en fonction de la concentration en NaCl 
(M). La courbe comportant des O correspond k pLK, celle conqwrtant des • 
correspond a pLK,-Lact^ et celle des V correspond a pLEC-Lactgo- 

20 

Figure 7: 

Elle conceme la mesure de la solubilit6 des complexes. 
Des complexes ADN/polymere ont et£ formes dans une solution de NaCl 
0.15 M entre le plasmide pSV2Luc avec soit la polylysine (pLK), la polylysine 
25 gluconoyl6e (GlcAi20pLEQ ou la polylysine substitute par 60 r&idus de 
lactose (Lact6opLK). Aprte 30 minutes k 20''C, Tabsorbance a 610 nm des 
solutions a ete mesuree. 

Figure 7 bis: 

30 Elle conceme la mesure de la solubility des complexes. 

Des complexes ADN/polymere ont 6t& formes dans une solution de NaCI 
0,15 M entre le plasmide pSV2Luc avec soit la polylysine substituee par 30 
residus de lactose (pLK, -Lact3o) (courbe d6terminee par les carrts vides), ou 
la polylysine siibstimte par 30 residus lactose et substitute par 50 xtsidus de 

35 gluconoyle (plK, -Lact3o, GIcAsq) (courbe dSterminee par les triangles 
noirs). Apr^ 30 minutes k WC, Tabsoibance k 610 nm des solutions a ett 
mesurte. 
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Figure 8: 

EUe conceme le transfeit de gene dans une iignSe mydoide. 
Les cellules my^loides HH. sont transfect^es par un complexe realise 
entre un plasmide contenant le gene de la luciferase (PUT650) et la polylysine 
gluconoylee et biotinylee. Ce complexe est ensuite associe au fact^ de 
croissance des cellules souches (Stem Cell Factor, SCF) par rintennediaiie de 
la streptavidine. Les valeurs des histogrammes RLU sont exprimees en unite 
relative de luminescence par mg de prot^ines extraites. Les transfections sont 
realises avec (A) le plasmide seul, (B) le plasmide complexe k la polylysine 
gluconoylee et biotinylee, (C) le complexe (plasmide/polylysine gluconoylee et 
biotinylee) associe a la strq>tavidine et (D) le con:Q)lexe (plasmide/polylysine 
gluconoylee et biotiiqrl6e) associe a la strq)tavidine et au fectair de croissance 
des cellules souches. 

Figure 9: 

Elle conceme le spectre RMN k 300 MHz dans D2O de la polylysine 
sous forme p-toluene sulfonate. 

1,28 a 1,88 ppm: 6 H des carbones 3, 4 et 5 de la lysine 
2,41 ppm: groupe CH3 du p-tohi^ sulfonate 
2,84 a 2,95 ppm: 2 H du carbone 6 
4,3 ppm: 1 H du carbone 2 

7,38 et 7,7 ppm: protons aromatiques du p-tolu6ne sulfonate 
Figure 10: 

25 Elle conceme le spectre RMN k 300 MHz dans D2O de la polylysine 

substitute par 73 residus gluconoyle. 

1,28 k 1,88 ppm: 6 H des carbones 3, 4 et 5 de la lysine 
2,41 ppm: groupe CH3 du p-tohiene sulfonate 
2,75 ppm: trace de DMSO 
30 2,97 ppm: 2 H du carbone 6 d'un residu lysine non gluconoyle 

3,26 ppm: 2 H du carbone 6 d'un residu lysine gluconoyle 
3,68 a 3,88 ppm: 4 H d'un residu gluconoyle (voir spectre n"" 1,856B 
dans: The Aldrich Library of ^^C and ^H FTNMR Spectra EdI CJ. Pouchert 
and J. Behnke, Vol. 1) 
35 4,3 ppm: 1 H du carbone 8 d'un r^idu gluconoyle et IH du carbone 2 

d'un r£sidu lysine 
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Tableau 1. Transfection des cellules HepG2 par la polylysine lactosylee 
et gluconoyl^e. 



RLU X 10-3/ing de protdine 


5.2 


19 


671 


650 


Lact^LK 


0 


30 


30 


60 


GlcA/jpLK 


0 


0 


30 


0 



lis cellules HepG2 ont &6 incub^ a ST^'C en piesence de 100 fiM de 
chloroquine et l.S nM de plasmide conq)lex6 avec chacun des conjugues. 
Apres 4 heures, le milieu a et6 elimine et les cellules ont ete incubees en 
absence de chloroquine et de plasmide. L'expression du gfene de la luciferase a 
6te detenninee 48 heures plus tard en mesurant I'activitfi de la luciferase dans 
les lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere emise (RLU) out 6t6 
exprimees par mg de proteine ce qui correspond a 1,2 million de cellules 
HepG2, Lact/pLK est le nombre de molecules de lactose par mol&ule de 
polylysine et GlcA/pLK est le nombre de molecules de gluconoyle par 
molecule de polylysine. 

Tableau n. Transfection des cellules HepG2 par la polylysine 
gluconoylee et biotinyl£e. 

RLU X 10-3/mg de 



proteine 

ADN/GlcA, Bio-pLK/Strep/Bio-LactBSA 966 

ADN/GlcA, Bio-pLK/Strep/Bio-BSA 248 

ADN/GlcA, Bio-pLK/Strcp 237 

ADN/GlcA, Bio-pLK 67 
ADN 0.2 



Les cellules HepG2 ont £te incub£es k ST'C en presence de 100 /iM de 
chloroquine avec 1.5 nM de plasmide libre ou c(nxq>lexe avec chacun des 
conjugu£s. Aprts 4 heures, le milini a £t6 Slimme &t les cellules ont 
incubees en absence de chloroquine et de plasmide. L'expression du gene de la 
luciferase a €t6 detenninee 48 heures plutard en mesurant Tactivite de la 
luciferase dans les lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere emise 
(RLU) ont 6t6 exprimees par mg de proteine ce qui correspond a 1,2 million 
de cellules HepG2. GlcA3i(H)LK = polylysine substituee par 60 ghiconoyles 
et 2.5 biotines; Strep = streptavidine; Bio-LactBSA = s^rum albumine 
lactosylee et biotinylee; Bio-BSA = s^nmi albumine biotinylee. 



WO9SA30020 



PCT/FR9S/00535 



32 

Composants chimiqucs 

La luciferine, la cWoroquine, le Triton X 100 et I'acide bicinchoninique 
proviennent dc Sigma (St. Louis, MO USA); la L-glutamine, Ic 
dimethylsulfoxide (Me2S0), TATP, le glycerol et MgCl2 proviennent de 
5 Merck (Darmstadt, AUeraagne); le dithiothreitol et le D-gluconolactone 
proviennent de Serva (Heidelberg, Allemagne); la diisopropylfithylamine. 
I'acide p-toluene sulfonique, TEDTA proviennent de Aldrich (Strasbourg, 
France); Dowex 2x8, (0,3-0,9 mm de diametre) provient de Bio-Rad 
(Richmond, CA); le 4-isothiocyanatophenyl-p-D-lactoside, le 4- 

10 isothiocyanatophenyl-p-D-galactopyranoside sont prepares comme decrit 
prfic&lemment (Monsigny, M., Roche, A.C. et Midoux. P. (1984), Uptake of 
neoglycoproteins via membrane Iectin(s) of L 1210 cells evidenced by 
quantitative flow cytofluorometryand drag targeting. Biol., Cell., 51, 187- 
196); la poly-L-lysine, HBr (30 000-50 000) (poids mol&ulaire moyen = 40 

15 000, degre de polymerisation = 190) provient de Bachem Feinchemikalien 
(Bubendorf, Suisse). La poly-L-lysine, HBr (1 g dans 200 ml de H2O) est 
passee sur une colonne echangeuse d'anions (Dowex 2x8, sous forme OH", 
0.3-0,9 mm de diamdtre, 35 x 2.5 cm) de fefon a enlever le broraure 
(Derrien, D., Midoux, P., Petit, Negre. E.. Mayer, R„ Monsigny, M. et 

20 Roche, A.C. (1989), Muramyl dipeptide bound to poly-L-lysine substittited 
with mannose and ghiconoyl residues as macrophage activators. 
Glycoconjugate, J., 6, 241-255) qui est ties cytotoxique pour les cellules 
(Weiss, S.J., Test, S.T., Eckmann. CM., Roos, D, et Regiani, S. (1986), 
Brominatmg oxidants generated by human eosinophils.. Science, 234, 200- 

25 202). La solution effluente est neutralisee avec 10% d'acide p-toludne 
sulfonique dans Teau (un compose non cytotoxique) et lyophilisee. La senmi 
albmnine bovine lactosylee (Lact-BSA, comportant un nombre moyen de 39 
rdsidus de lactose) est preparee comme decrit precedenunent (Roche, A.C, 
Barzilay, M., Midoux, P.. Junqua, S., Sharon, N. and Monsigny, M., (1983), 

30 Sugar-specific endocytosis of glycoproteins by lewis lung carcinoma cells. J., 
Cell. Biochem., 22, 131-140; Monsigny. M., Roche, A.C et Midoux, P. 
(1984), Uptake of neoglycoproteins via membrane lectin(s) of L 1210 cells 
evidenced by quantitative flow cytofluorometry and drag targeting. Biol., 
Cell., 51, 187-196). 

35 

Preparation de la nolvlvsine glucnnnylee 

La poly-Uysine sous forme hydromide, pLK,HBr 30 000 - 50 000 
(masse moleculaire moyenne = 40 000; degre de polymerisation moyen = 
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190) provient de Bachem Feinchemikalien (Bubendorf, Suisse). La polylysine, 
HBr (1 g dans 200 ml H2O) est passee sur une colonne echangeuse d'anions 
(Dowex 2x8, forme OH^; 35 x 2,5 cm) dans le but d'enlever le brome qui est 
toxique pour les cellules. La solution de polylysine est neutralist avec une 
5 solution d'acide p-toluene sulfonique k 10% dans Teau puis lyophilis£e. 

La polylysine est partiellement substituee avec des r^sidus gluconoyles 
(GlcA) comme suit: la polylysine sous forme p-toluene sulfonate (SO mg; 0.86 
Mmoles) dissoute dans 3 ml de DNfSO (dimgthylsufo)grde) en presence de 
diisopropylethylamine (37 id; 205 fimoles) et 1% d'cau, est raise a r6agir 

10 pendant 24 h S 20*'C avec des quantitfe variables de D-gluconolactone allant 
de 11 mg (61/unol) k 35 mg (194 /xmol). La polylysine gluconoylee est 
precipitee en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres centrifiigation (1800 g 
X 15 min), le culot est lave avec de Tisopropanol et recuper6 apres une 
nouvelle centrifiigation. Le culot est repris dans I'eau bidistillee et la solution 

15 est lyophilisee. Le nombre moyen de residus gluconoyle fixe par moldcule de 
la polylysine est determine en mesurant le nombre moyen de r6sidus e-NH2 
lysine librc restant sur la polylysine en utilisant le dosage colorim^trique a 
I'acide 2,4,6-trinitrobenzene sulfonique TNBS (Fields, R. (1971) The 
measurement of amino groups in proteins and pq)tides. Biochem., J., 124. 

20 581-590). Le poids mol£culaire moyen est de 58 000. 

Preparation de C0niugu6s de nolvlvsine lactnsvlee er gluconovlee. 
Les polylysines substitutes soit avec 30 residus de lactose (Lact3QpLK) 
soit avec 60 r&idus de lactose (Lact^opLK) ont 6t& preparees comme 

25 precedemment d6crit (Midoux. P., Mendes, C, Legrand, A., Raimond, J., 
Mayer. R.. Monsigny. M., & Roche, A.C. (1993), Specific gene transfer 
mediated by lactosylated poly-L-lysine into hepatoma cells. Nucleic Acids, 
Res., 21, 871-878). La polylysine lactosyl£e contenant 30 residus de lactose 
(50 mg: 0.745 /unol) est raise k r6agir pendant 24h a 20''C avec la D- 

30 gluconolactone (7.6 mg; 43 lanol) en presence de diisopropylethylamine (24 
fd; 200 imol) et 1% de H2O, Le polymere Lact3o,-GlcAi)LK est precipite et 
purifi6 comme decrit pr£c6denuiient. Le nombre moyen de residus gluconoyles 
lies par molecule de conjugu6 est determine en mesurant les groupes a-amino 
de la lysine restant sur la polylysine en utilisant la m6thode colorimetrique 

35 TNBS (Fields, R. (1971) The measurement of amino groups in proteins and 
peptides, Biochem., J., 124, 581-590) est trouve egal a 30. 
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BiQtinvlation de la nolvlvsine et de la polvlvsine pluconovlfe. 

La polylysine gluconoylte (contenant 60 r&idus gluconoyles) est 
substituee par de la biotine: le polymere (20 mg; 0.33 /imol) dissous dans 
0.5 ml de tampon carbonate/bicarbonate de sodium 0.1 M, pH 9.0, contenant 
5 NaCl 0.3 M, est mis a reagir pendant 20 h a 20'*C avec 0.93 mg (1.7 /imol) 
de sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido)hexanoate (NHS-LC-biotin, Pierce). Le 
polymere est pr6cipite en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres 
centrifiigation (1800 g x 15 min), le culot est lave avec de I'isopropanol et 
rccupere aprfes une nouvelle centrifiigation. Le culot est repris dans Teau 
10 bidistillee et la solution est lyophilisee, Le nombre moyen de r&idu biotine 
fixe par molecule de polym&re, determine en utilisant le dosage colorimftrique 
adapte de Green (Green, N. M. (1965). A spectrophotomatic assay for avidin 
and biotin based on binding dyes by avidin, Biochem., J., 94, 23c-24c) en 
utilisant Tacide 2-(4'-hydroxyazoben2ene)benzoiq[ue (HABA) et la 
15 streptavidine, est trouve egal a 2.5. 

Preparation de neoplvcoproteines h iotinvlees 

La BSA et la BSA lactosylee (Lact-BSA) (0.23 /miole) dissoutes dans 
5 ml de tanq)on de carbonate sodium 0.1 M, pH 9.0, contenant NaCl 0.3 M 

20 sont mises a reagir pendant 20 h a 20*C, avec NHS-LC-biotine (0,65 mg; 
1,2 /xmol). Les conjugu6s sont purifies par filtration sur gel de Trisacryl GF05 
(taille de colonne 20 x 2 cm) (Sepracor, Villeneuve la Garenne, Fraroe) dans 
H2O contenant 5% de n-butanol, puis lyophilis^. Les nombres moyens de 
residus de biotine lies par molecule de proteine sont determines en utilisant 

25 une m6thode colorimetrique avec HABA, adaptee de Green (Green, N. M. 
(1965), A spectrophotomatic assay for avidin and biotin based on binding dyes 
by avidin. Biochem., J., 94, 23c-24c) et sont de 1 pour BSA et 2 pour 
Lact-BSA. Les masses mol6culaires moyennes de BSA et Lact-BSA sont 
68 000 et 87 200 respectivement. 

30 

Cellules ct cultures dc ccHulfis 

Les ligndes cellulaires HepCS (h^atocarcinome humain, ATCC 8065 
HB) qui poss&dent une lectine membranaire reconnaissant les glycoproteines se 
terminant par des residus p-D-galactose (Schwartz, A.L., Fridovich, S.E., 
35 Knowles, B.B. & Lodish, H.F. (1981) Cliaracterization of the 
asialoglycoprotein receptor in a continuous hepatoma line. J., Bio., Chem., 
256, 8878-8881), les ceUules HEL (ATCC TIB 180) et K-562 (ATCC CCL 
243) sont cultivees respectivement en milieu DMEM (GIBCO, Renfrewshire, 
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U.K.) et en mUieu RPMI 1640 plus 10% de s6rum bovin foetal (GIBCO) 
desactiv^ par la chaleur. plus 2 mM de L-glutamine (Merck), plus des 
antibiotiques (100 unitfc/ml de penicUline et 100 /ig/ad de streptomycine) 
(Eurobio., Paris, France). Les maax)phages humains d^vaot de monocytes 
du sang sent pr6par6s comme d&rit dans Roche et al., 1985 (Roche, A.C., 
Midoux, P., Bouchard, P. and Monsigny, M. (1985) Membrane lectins on 
human monoQrtes: maturation-dqwndent modulation of 6-phosphomannose 
and mannose receptors. FEES Letters, 193, 63-68). Les cellules 3LL sont 
cultiv6es comme decrit dans Roche et al.. 1983 (Roche, A.C.. Barzilay, M., 
Midoux, P., Junqua, S., Sharon. N. and Monsigi^, M. (1983) Sugar-^ific 
endocytosis of glycoproteins by lewis lung carcinoma cells. J., Cell., 
Biochem., 22, 131-140). Les cellules RBE4, donnees par P.O. Couraud 
(Hopital Cochin. Paris) sont cultivees sur collagene dans un milieu fl-MEM et 
HamF,o (50/50, volume; volume) plus 10% de s^nan bovin foetal desactiv6 
par la chaleur, plus 2 mM de L-glutamine, plus des antibiotiques 
(100 unit£s/ml de penicilline et 100 ^tg/ml de streptomycine) en presence de 
TGFp. 



Les plasmides 

Le plasmide pSV2Luc (5.0 kb) est foumi par le Dr. A.B. Brasier 
(Massachusetts General Hospital, Boston) (Brasier, A.R., Tate, J.E. &. 
Habener, J.F. (1989) Optimized use of the firefly luciferase assay as a reporter 
gene m mammalian cell lines. Biotechniques. 7, 1116-1123). Le plasmide 
CMVLuc est foumi par le Dr. A. Dautry-Varsat (Institut Pasteur. Paris). 

Formation de cnmnlexes nlasmide/cni^jiigiie de pnlylysi ne optimally 
Seuls les con^lexes pour lesquels aucune migration de I'ADN se pniduit 
en electrophorese sur un gel d'agarose, et ainsi appeles complexes 
d'ADN/polym^ t^jtimaux sont utilises pour transfecter les cellules. Les 
rapports molaires entre le polym&re et I'ADN necessatres pour former des 
complexes plasmide pSV2Luc/polym^ (q)timaux sont d6teimin6s par 
electrophorese sur un gel d'agarose k 0.6%: les complexes sont prepares en 
ajoutant goutte a goutte sous melange constant, des quantites variables de 
conjugues de polylysine dans 60 ^ de DMEM, a 2/tg (0.6pmol) de plasmide 
pSV2Luc dans 140 fil de DMEM. Apres incubation pendant 30 minutes a 
20'*C, 20 id de chaque echantillon est analyse par electrophorese a tiavers un 
gel d'agarose k 0.6% contenant du bromure d'etfaidium pour visualiser I'ADN 
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dans un tampon Tris borate EDTA (Tns 95 mM. acide borique 89 mM et 
EDTA 2.5 mM), pH 8.6. 

Preparation des complexes AnNf/y^xtHliTt 

Complexes plasmide pSVZLuc/conjugue de pofylysine. 

Des complexes ADN/polymere optimaux sont prepares en ajoutant 
goutte a goutte sous agitation constante la polylysine ou un conjugue de poly- 
Hysine (Lact«)pLK, GlcAx-pLK. 30 ^ x < 130, avec LactaopLK, ou 
Lact3o-GlcA3o-pLK) dans 0.6 ml de DMEM k 20 /ig (6 pmol) de plasmide 
pSV2Luc dans 1.4 ml de DMEM. La solution est maintenue pendant 
30 minutes a 20''C. 

Complexes de plasmide pSVZLuc/pI^'Streptavidine-neogfycopmteine. 

Les complexes de plasmide pSV2Luc/polyIysine biotinylee optimaux, 
sont formes en ajoutant goutte a goutte sous melange constant 10 /ig (172 
pmol) de polylysine gluconoylee et biotinylfe (contenant 60 residus 
gluconoyles) dans 290 fil de DMEM a 10 /ig (3 pmol) de plasmide pSV2Luc 
dans 0.7 ml de DMEM (rapport molaire entre le polymere et TADN proche de 
57:1). La solution est maintenue pendant 30 minutes a 20''C. Ensuite les 
ntoglycoprotfiines biotinyl&s (Lact-BSA et BSA) (377 pmol) dans 0.5 ml de 
DMEM sont ajoutees avec agitation constante 1 ml de complexe plasmide 
pSV2Luc/polylysine biotinylee, et puis la strq)tavidine (27.5 /xg; 490 pmol) 
dans 0.5 ml de DMEM est ajoutte sous agitation (rapport molaire entre la 
neoglycoproteine et TADN voisin de 125:1) et la solution est maimi^fiiie 
pendant 30 minutes a 20''C. 

Transfert de gene 

5 X 105 cellules HepG2 par puits sont deposdes au jour 0 sur des plaques 
de culture de tissus de 12 puits, respectivement. Au jour 1, apres avoir retir6 
le milieu, la solution ml) contenant le conq)lexe plasmide/conjugue de 
polylysine siq>plemente avec 1% de serum bovin foetal inactive par la cfaaleur, 
et port£ a une valeur de concentration de 100 /iM dans la cbloroquine 
(Lutbman, H & Magnusson, G. (1983) High efficiency polyoma DNA 
transfection of cbloroquine treated cells. Nucleic Acids Res., 11, 1295-1308), 
est ajoutee dans le puits. Aprfes 4 heures d'incubation i le sumageant 

est retire et 2 ml de milieu DMEM frais conq>let sont ajoutes et les cellules 
sont ensuite incubees pendant 48 h a 37*C. 
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Test a la lucifis«.«» 

L'expression genetique de la lucifgrase est mesurte par luminescence 
selon la methode decrite par De Wet et al., 1987, (De Wet, J.R., Wood, 
K.V., De Luca, M., Helinski, D.R. & Subramani, S. (1987) FircHy lucifoase 
5 gene: structure and expression in mammalian cells. Mol.. Cell., Biol., 7, 725- 
737). Le milieu de culmre est retire, et les cellules sont r6coltees aprcs 
incubation a 37»C dans du PBS contenant 0.2 mg/ml de EDTA et 2.5 ^g/ml 
de trypsine (GIBCO) et lavees 3 fois avec du PBS. Le tampon 
d'homogeneisation (200 /xl; 8 mM MgClj. 1 mM de dithiothreitol, 1 mM 

10 d'EDTA, 1% de Triton X 100 et 15% de glycerol, 25 mM de tampon 
Tris-pho^hate pH 7.8), est ajoute au culot. La suspension est agit^e par un 
vortex et conservfe pendant 10 min 4 20°C. La solution est envoyee en bas du 
tube par centrifugation (5 min 800 g). L'ATP (95 id d'une solution 2 mM 
dans le tampon d'hcmiogen6isation sans Triton X 100) est ajout6 i 60 /il du 

15 sumageant et la luminescence est enregistree pendant 4 secondes en utilisant 
un luminometre (Lumat LB 9501, Berthold, WUdbach, AUemagne) sur 
addition automatique de 150 lA de lucifiSrine 167 dans I'eau; les mesures 
sont faites en triple. 

20 Dosage de prntRinP 

Un dosage de prot£ine est effectu6 pour chaque echantillon en utilisant la 
m^diode colorim£trique d'acide bicinchoninique (BCA) (SmiUi, P.K., Krohn, 
R.I., Hennanson, G.T., Mallia, A.K., Gartno-, F.H., Provenzano, M.D., 
Fujimoto. E.K., Goeke, N.M., Olson, BJ. & Klenk D.C. (1985) 

25 Measurement of protein using bicinchoninic acid. Anal., Biochem.. 150, 
76-85). adapts; par Hill et Straka (1988) (Hill, H.D. & Straka, J.G. (1988) 
Protein determination using bicinchoninic acid in the presence of sulfiiydryl 
reagents. Anal., Biochem., 170, 203-208) pour se dSbarrasser de la presence 
de DTT dans le tampon d'homogeneisation. La mesure de l'expression de 

30 luciferase est expriraee conmne unit6 de lumiere relative (RLU) par mg de 
BSA (albumine libre d'acide gras purifiee et cristaUisee, A7511, Sigma), 1 mg 
BSA correspondant kl,2xl(fi cellules Hq)G2. 

R&ultats 

35 

Pnlvlvsine gliiftnnftylfe 

La poly-L-lysine (masse mol&ulaire moyenne de la fimne salifi£e 
40.000; degr6 de polymerisation moyen 190) a partiellonent (de 15 i 70%) 
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acylee sur les fonctions e-NH2 de la lysine en utilisant la D-gluconolactone, 
un agent 6galement hydrosolubUisant, Le but est de rdduire le nombre de 
charges positives sur ia polylysine et par consequent de r&luire les interactions 
^lectrostatiques entre le polymere et un plasmide. 
5 En presence de polylysine, I'ADN se condense fortement par un 

mecanisme cooperatif entre les charges positives de la polylysine et les charges 
negatives de I'ADN. 

La formation des complexes entre un plasmide de 5 kb tel que le 
plasmide pSV2Luc contenant le gene de la luciferase avec des polylysines 

10 substituees par des quantity croissantes de residus gluconoyles est analysee 
par electrophorese en gel d'aragose et les complexes ADN/poIymerc optimaux 
correspondent a ceux pour lesquels TADN ne migre pas en 6iectrophorese par 
suite de la totale condensation de TADN, sont ainsi aisement determines 
(Figure 1 ter). Au-dela de 80% de substitution, ia polylysine gluconoylee ne 

IS forme plus de complexe avec TADN. 

La quantite de polylysine gluconoyl£e con^ilexee par molecule d'ADN 
en fonction du rapport (P/ADN) entre la polylysine gluconoylee et TADN a 
&& determine (Figure 2 ter). Lorsque celui-ci est conqpris entre 100 et 200, la 
quantity de polylysine gluconoylee libre est pratiquement nulle, en d*autre 

20 terme, toute la polylysine est complexec avec I'ADN. Par consfiquent, aucune 
purification de ces complexes n'est ndcessaire et une toxicite induite par de la 
polylysine libre sera ecartee. En outre, les complexes realises avec ces 
rapports sont des complexes qui permettent une tres bonne efficacite de 
transfection. 

25 Comme le montrent les resultats des figures 2 et 2 bis, Texpression de la 

luciferase par les cellules HepG2 (b£patocarcinome humain) augmente avec la 
quantity de residus gluconoyles fix6e sur la polylysine et atteint un maYimnni 
(environ 300 fois plus qu'avec le plasmide seul) (ligne de base) lorsque la 
polylysine est substitute par 45 a 70% (88 a 132 residus) gluconoyles lorsque 

30 le dosage est colorimetrique (figure 2) ou 35 a 70% (70 a 132 rfaidus) 
gluconoyles lorsque le dosage est effectue par RMN (figure 2 bis). Les 
polylysines substitutes par peu ou trop de r6sidus gluconoyles sont pas ou peu 
efficaces. A titre de comparaison, Texpression de la luciferase obtenue dans 
ces memes cellules et dans les memes conditions en utilisant la polylysine 

35 lactosylte dans les conditions optimales, permet de conclure que la 
transfection obtenue avec la polylysine gluconoylee (substitute a 58%) est 
conq>arable k celle obtemie avec la polylysine lactosylee dans les conditions 
optimales. 
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Dans les complexes ADN/polymeres pour lesqucls TADN nc migre pas 
en electrophor&se par suite de la totale condensation de TADN, le rapport 
molaire entre la quantite de polylysine gluconoylee et I'ADN augmente et le 
rapport entre le nombre de charges positives et le nombre de charges negatives 
5 augmente lindairement lorsque le nombre de r&idus gluconoyles fix& sur la 
polylysine augmente (Figure 2 quater). Les conyjlexes presentent un exces de 
charges negatives lorsque la polylysine est faiblement substituee et sont 
globalemem neutres lorsque la polylysine est substitute k moiti£. Dans les 
conditions maximales de transfection (35 k 45% de substitution), les 

10 conq>lexes sont proches de la neutrality. Ceci indique que le caractere 
polycationique de la polylysine n*est pas en cause dans Tefiicacite de la 
transfection. Le caractere neutre ou anionique des con^)lexes ADN/polylysine 
ghiconoylee limitant les interactions non specifiques avec les cellules est un 
atout supplementaire pour leur utilisation in vivo. 

15 La polylysine substitufie par 45 a 70% (88 a 132 r6sidus) de gluconoyles 

permet de preparer des complexes ADN/polymere fortemcnt concentres, 
jusqu'a 100 /ig/ml d'ADN, alors qu'avec la polylysine lactosylee, il est 
seulement possible de preparer des complexes 10 fois moins concentres. Dans 
la figure 7, est montree, de fa?on conq)arative, la solubilite en fonction de la 

20 concentration en ADN, des complexes ADN/polylysine ADN/polylysine 
gluconoylee et ADN/polylysine lactosylee. Cette etude est realisfie en 
mesurant la turbiditd (mesure de I'absorbance a 610 mn) des differentes 
solutions. Les conqilexes ADN/polylysine et ADN/polylysine gluconoyl6e 
restent sohibles jusqu'a plus de 100 fig/wl, alors qu'avec la polylysine 

25 lactosylee, les complexes preciphent a partir de 20 /ig/ml. En presence de 
polymere, TADN se condense fortement par suite d'un ph6nomene cooperatif 
entre les charges positives et negatives des dsux polymdres. Dans le cas de la 
polylysine gluconoylee, environ 60% des charges positives 6tant substitutes, 
la cooperativite des interactions electrostatiques entre TADN et le polymere 

30 est diminuee, ce qui facilite une dissociation des complexes ADN/polymere et 
en particulier un relargage de TADN dans la cellule et permet une bonne 
e}q>ression du gene. Une etude de la modification de la cooperativite des 
interactions electrostatiques entre TADN et la polylysine gluconoylee est 
rfialiste en fonction de la force ionique et de la nature des contre ions. 

35 

Polvlvsine gluconovlee munie d'un sipial de reconnaissance 
La polylysine gluconoylee pent etre substitute par un ligand de petite 
masse moleculaire tel que le lactose ayant une affinite moyenne pour un 
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recepteur membranaire ou la biotine ayant une forte affinite pour un r£cepteur 
membranaiie. 

Polvlvsine gluconovlee et lactosvlee. 
5 Lorsque la polylysine est substituee par 30 residus de lactose, les cellules 

HepG2 sont tres feiblement transfect^es conq>arativeineiit aux i^sultats obtenus 
avec la polylysine substitute par 60 residus de lactose (Tableau I). La 
polylysine substituee par 30 lactoses possede encore beaucoup de charges 
positives, interagit fortement avec TADN et ne permet pas une dissociation 

10 rapide de I'ADN du complexe. Lorsque la polylysine conienant 30 residus de 
lactose est en plus substitute par 30 residus gluconoyles, re;q)iession de la 
luciferase est elevee et conq)arable a celle obtenue avec la polylysine 
substituee par 60 residus de lactose. L'addition de residus gluconoyle permet 
de reduire les interactions electrostatiques entre TADN et la polylysine, 

15 facilitant une dissociation rapide de T ADN dans la cellule. 

De plus, conune le montre la figure 7 bis, la substitution de la polylysine 
a la fois par des residus lactose et gluconoyle, augmente la solubilite des 
conq)lexes par rapport k la polylysine uniquement lactosylee et permet de &ire 
des preparations de complexes concentrfis jusqu'a 100 iigftol utilisables in 

20 vivo. 

Polvlvsine pluconovlee et htntinyleft 

Lorsque la polylysine gluconoylee (contenant 60 residus gluconoyles) est 
substituee par un tres petit nombre (2.5) de residus de biotine, les complexes 

25 ADN/polylysine biotinylee ont une tres forte affinite (10^5 y mole) pour la 
streptavidine. Si de plus la streptavidine est munie d*un signal de 
reconnaissance reconnu par un r£cepteur membranaire specifique d'un type 
cellulaire qui induit I'endocytose des complexes, TADN acquiere alors une 
spdcificitt cellulaire. Ceci est montrg dans le Tableau H: le plasmide conq)lexe 

30 par rintennediaire de la polylysine gluconoyl6e et biotinylee a de la 
streptavidine munie d'un signal de reconnaissance tel que la sdrum albumine 
lactosylee reconnue et endocytee via la lectine membranaiie des cellules 
HepG2, Texpression de la luciferase est beaucoup plus in4x>rtante que lorsque 
la senun albumine est depourvue de lactose ou bien que la streptavidine est 

35 depourvue d'un signal de reconnaissance. 
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Transfert de genes par des complexe s ADN/cvtnlrine 
Le transfert de genes dans des lignees myeloides par des complexes avec 
la polylysine liee au facteur de croissance des cellules souches (Stem Cell 
Factor, SCF) est represente sur la figure 8. Un plasmide contenant le gene de 
5 la luciferase a ete complexe par Tintermediaire de la polylysine gluconoylee et 
biotinylee au SCF biotmyl6 en utilisant de la streptavidine. Les complexes 
ainsi formes sent efficaces pour transfecter les cellules HEL qui expriment de 
nombieux recq>teurs (c-kit) pour le SCF. 

10 Polvlvsine Pluconovlfe et tramfeit d^ g^e^ dang divers tvpe« 

ccllulaires. 

La polylysine substituee par 45 a 70% de gluconoyles permet de 
transfecter avec une bonne efficacite, des cellules adhSrentes telles que des 
macrophages humains, un hepatocarcinome humain, des cellules endotbeliales 
15 de rat mais egalement des cellules non adherentes telles qu'un lymphome T 
himnain et des cellules leucemiques de la lignee erythroide (Figures 4 et 5). 

Conclusions 

Le caract&re inventif de la polylysine gluconoylee repose: 
20 - sur I'utUisation d'une polylysine partiellement substitute pour r£duire 

les interactions dlectrostatiques entre TADN et le polycation afin de faciliter 
im relargage intracellulaire de TADN aprbs intemalisation dans la cellule par 
un phtnomene d'endocytose non specifique (la presence de recq>teurs 
membranaires capables de reconmutre sp£cifiquement les residus gluconoyles, 
25 n*est pas connue); 

- les residus gluconoyles agissent 6galement comme hydrosolubilisant et 
permettent de preparer des con5>lexes ADN/polylysine tres concentres et done 
une meilleure utilisation in vivo, ce qui n'est pas le cas avec la polylysine 
lactosylte ou bien la polylysine substitute par des proteines conune la 

30 transferrine ou I'asialooromucoide; 

- la polylysine ghiconoylee peut etre utiliste pour transfecter divers types 
ceUulaires et en particulier des cellules non adh&rentes; 

- la polylysine gluconoylee pait etre utilisee comme polymere de base 
pour conferer une specificite cellulaire i I'ADN par addition de quelques 

35 molecules de ligands de fsdble masse moleculaire reconmies par des recepteurs 
membranaires sptcifiques. L*avantage de la polylysine gluconoylee par 
rapport a la polylysine non gluconoylee reside dans le fait que celle-ci est deja 
optimisee pour permettre la formation de complexes ADN/polymere-ligand 
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facilement dissociables dans la cellule ce qui leduit le nombre de molecules de 
ligands k fixer sur la polylysine. En effet, on a d6ji montre que Tefficacite de 
transfection depend du nombre de molecules de d*oses fix6cs sur la polylysine 
non gluconoylee (60 rgsidus lactose ou 80 residus galactose sont necessaiies 
5 pour une transfection optimale dans les cellules possedant un lecepteur 
reconnu pour le lactose ou le galactose). 
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REVENDICATIONS 

1. Complexe entre au moins un acide nucl^ique charge negativement et 
au moins un conjugue polymerique charg6 positivement, la liaison entre 

5 Tacide nucleique et le conjugue polymerique 6tant de nature electrostatique, le 
conjugue polymerique contenant im polymere forme de motifs monomdies 
portant des fonctions NH3+ libres des susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substimees dans un 
rq)port d'au moins 10%, avantageusonent de 45% a 70%, notamment de 

10 60%, ce rapport £tant d£tennin6 par methode colorimetrique (Fields R« (1971) 
Biochem. J., 124: 581-590), ou avantageusement de 35% ^ 70%, notanunent 
de 40%, ce rapport dtant detennin£ par r^nance magn^que nucl£aire, par 
des residus non chaises entnunant une diminution des charges positives par 
rappon au meme conjugu6 polymerique non substitu6, facilitant le relargage 

IS de I'acide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les propriet^s suivantes: 

— > ils component au moins un groupe hydroxyle, 

ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par im r^cepteur membranaire cellulaire, 
20 - les fonctions NH3+ libres des susdits motifs et/ou les groupes 

hydroxyles des susdits residus pouvant etre £galement substituees par au moins 
une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un 
recepteur membranahre cellulaire, sous reserve que le conjugue polymerique 
contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres. 

25 

2. Complexe selon la revendication 1, entre au moins un acide nucleique 
charge negativement et au moins im conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue polymerique 
6tant de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un 

30 polymere form^ de motifs monom&res portant des fonctions NH3+ libres des 
susdits motifs et 6tant tel que: 

- les fonctions NH3'^ libres des susdits motifis sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% i 70%, notamment de 
60%, par des residus non chargds entralnant une diminution des charges 

35 positives par rapport au mgme conjugue polymerique non substitu^, facilitant 
le relargage de Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les propriet6s suivantes: 

ils component au moins un groupe hydro^^le. 
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ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un r^cepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs des susdits residus 
pouvant etre egalement substitu6es par au moins une molecule qui constitue un 

5 signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 
sous reserve que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de 
fonctions NH3 + libres. 

3* Complexe selon la revendication 1, entre au moins un acide nucl6ique 
charge nigadvement et au moins un conjugue polym6rique charg£ 
positivement, la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue polym£rique 
etant de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un 
polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH^"^ libres des 
susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notanunent de 
60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 
positives, par rapport au meme conjugu6 polymerique non substitue, facilitant 
le relargage de I'acide nucl£ique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus poss6dant en outre les propri£t£s suivantes: 
ils component au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 

reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les groupes hydroxyles des susdits residus pouvant etre substituees par 
au moins une molecule qui constitue im signal de reconnaissance reconnu par 
un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue 
polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres. 

4. Complexe selon Tune des revendications 1 ou 2, entre au moins un 
30 acide nucl6ique charg6 nggativement et au moins un conjugue polymerique 
charg6 positivement, la liaison entre I'acide nucl6ique et le conjugu6 
polymerique etant de nature electrostatique, le conjugue polymerique 
contenant un polymere fonn6 de motifs monomeres portant des fonctions 
. NH3'^ libres, notamment des residus de lysine et etant tel que: 
35 - les fonctions NH3'^ libres des susdits motifs sont substituees dans un 

rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 
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positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facUitant 
ainsi la dissociation du complexe et le relargage de I'acide nucleique, 

- les susdits r6sidus possedant en outre les propri6t6s suivantes: 

-> ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 

ils ne correspondoit k aucun signal de reconnaissance de 

cellules, 

- les fbnctions NH3+ libres des susdits motife itant ^galement 
substinides de 0 & 40% par une mol&ule qui constitue un signal de 
reconnaissance teconnu par un t&epteur membranaire ceUulaire, ce signal de 
reconnaissance ayant un poids moldculaire inferieur k 5000, sous rfeerve que 
le conjugu6 polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ lihies, 
et lorsqu'U est present, ce signal de reconnaissance pent I'etre a raison d'une 
molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique ou d'environ 
60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique. 

5. Con^lexe selon I'une des revendications 1, 2 ou 4, entre au moins un 
acide nucleique charg6 ndgativement et au moins un conjugue polymerique 
chaig6 positivement, la liaison entre I'acide nuclSupie et le conjugue 
polymerique dtant de nauire 61ectrostatique, le conjugu^ polymerique 
contenant un polymfere fonn6 de motifs monom^ portant des fonctions 
NH3 + libres, notamment des r6sidus de lysine et £tant tel que: 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substioites dans un 
rapport d'au moins 10%. avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des r&idus non charges enttsunant une diminution des charges 
positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitti6, fijciUtant 
ainsi la dissociation du con^lexe et le relargage de I'acide nucl6ique, 

- les susdits residus possedant en outre les propri6tes suivantes: 

-> ils comportent au moins un groupe Iqrdroi^le, 
-> ils ne correspondent k aucun signal de reonmaissance 
membranaire ceUulaire, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motife pouvant etre ^galanent 
substitutes par une moldcule qui constiQie un signal de reconnaissance 
membranaire ceUulaire, ce signal de reconnaissance ayant un poids 
mol6culaire inferieur k 5000, 

et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance pent I'etre a raison d'une 
molecule pour environ 10 000 motifs du conjugu6 polymerique ou d'enviion 
60 mol6cules pour environ 10 000 motifs du conjugu6 polymerique. 
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6. Complexe selon Tune des revendications 1, 2, 4 ou 5, dans lequel le 
polymere contient un groupement polymerique de fommle (I) suivante: 



NH — CH- 
I 



(CH2)n O (I) 
I 

R 



10 dans laqueUe: 

» p est un nombre entier variant de 2 a SOO de preference de ISO a 200, 

• n est un nombre entier variant de 1 a 5 et vaut de pr6f6rence 4» 

• ce groupement poIym6rique contenant un nombre de p radicaux R 
parmi lesquels: 

15 * 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 

groupe NH-CCKCHOH)jn-Ri, notamment un reste dihydroxypropionoyle, 
erythrononoyle, threonoyle, ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, 
gluconolye, galactonoyle, mannonoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle, 
. m est un nombre entier de 2 a IS, de preference dtlkl, 
20* . Rj represente H ou un radical alcoyle de 1 i IS atomes de carbone, 

notamment CH3^ 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3+, 

R pouvant en outre etre constitue de 0 i 25% par une 
25 mol6cule qui constitue un signal de reconnaissance, sous reserve que le 
conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres, et 
notamment a raison de 0,S a S, avantageusement de 1 molecule pour environ 
10 000 motifs, 

ou a raison de 10 k 100, avantageusement de 60 molecules pour environ 
30 10 000 motifs. 



7. Conq[>lexe selon la revendication 6, dans lequel le polymere conqirend 
un groiqiement polymerique de formule (II): 



35 
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NH — CH 
I 



(CH2)4 0 

I 



(H) 



10 



15 



dans laqueile: 

• p a les significations indiquees a la revendication 6, 

* 10% a 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)m-Ri. ^ Ri ayant la signification indiquee ci-dessus, 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3+, et de 0 a 25% des radicaux R pouvant etre 
subtitues par une molteule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu 
par un r^cepteur membranaire celhilaire, sous reserve que le conjugud 
polym6rique contienne au moins 30% de fonctions NHs"^ Ubres. 



20 



25 



30 



8. Complexe selon la revendication 6, dans lequel le polymere comprend 
un groupement polym6rique de formule (II): 



"NH CH — C 

I II 
(CH2)4 O 

I 

R 



dans laqueile: 

• p a les significations indiquees a la revendication 6» 

* 10% a 70% du nombre des residus R repr&entent un groupe 
NH-CO-(CHOH)ii|-Ri, m et Rj ayant la signification indiqufe ci-dessus, 

* le reste des radicaux, c'est*a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3 + . 



(H) 



9. Complexe selon la revendication 6, dans lequei le polymere comprend 
un groupement polymerique de formule QS): 

35 
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10 



15 



•NH — CH — C- 



(CH2)4 O (ID 
I 

R 



dans laquelle: 

p a la signification indiqu^e a la levendication 6, 

. ce groupement polymdrique contenant un nombre p radicaux R 
panni lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R repr6sentent un 
groupe NH-CO-(CHOH)nj-Ri. m et R^ ayant ies significations indiquees a la 
revendication 2, 

* le reste des radicaux, c*est-a*dire 30% a 90% des 
radicaux R representent d'une part NHs"^ et d'autre part une molecule qui 
constitue un signal de reconnaissance a raison de 0,5 k avaniageusement de 
1 molecule poiir 10 000 motifs. 



20 



25 



30 



10. Complexe selon la revendication 6, dans lequel le polymere 
comprend un groupement polym6rique de formule (II): 



NH- 



-CH C 

1 II 
(CH2)4 O 
I 



(H) 



dans laquelle: 

. p a la signification indiqu^e a la revendication 6, 

. ce grouponent polymmque contenant un nombre p radicaux R panni 
lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 
groupe NH-CO-(CHOH)in-Ri, m et Ri ayant les significations indiqu£es 3l la 
revendication 2, 
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* le reste des radicaux, c'est-i-dire 30% k 90% de ces 
radicaux R reprcsentent d'une part NH3+et d'autre part une mol&nde qui 
constitue un signal de reconnaissance a raison de 10 a 100, avamagraisement 
de 60 molecules pour environ 10 000 motifs. 

11. Coiiq>lexe selon Tune des revendications 1 a 10, caiacterise en ce 
que le signal de reconnaissance est dioisi parmi: 

A) - des osides simples ou con^lexes reconmis par des iectines 
membranaires, et choisis paimi: 

a. Asialo-oligoside de type triaotemialre lactosamine: r£ceptrar 
d'a^ogj[ycoprotfiiie 

Gaip 4GlcNAcp 2 Mana 6 

•5 Manp 4GlcNAcp 2 4GlcNAcp 

Gaip 4GlcNAcP y/^ 

Mana 3 

Gaip 4GlcNAcp 2^ 

b. Asialo oligoside de type bctosanune trtraantomaire: recepteur 
d'asialoglycoprotfiiie 

Galp 4GlcNAcP 6 

^' ^ Mana6 
Galp 4GlcNAcp 2 ^ \^ 

Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp 

Galp 4GlcNAcp 4 ^ y/^ 

Mana3 

Galp 4GlcNAcp 2^ 
c Lewis x:LECAM 2/3 
Galp 4^ 

GlcNAcp 3Galp -> 

35 F\jca3^ 



25 



30 
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d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2 
Neu5Aca3Galp4^ 



^ GlcNAcp 3GaIp 

e. IMrivi de Lewis x sulfate (HNKl): LECAM 1 
(SO3-) 3Glc UAp 3Gaip4, 



GlcNAcp 3Galp4Glc-^ 
Fiica3^ 

L Oligomannoside: r^cepteur du mannose 

Mana 2M ana 6^ 

Mana 6 

Mana 3^ Manp 4GlcNAcp 4GIcNAcp 

Mana 2Mana Mana 3 

g. Oligomannoside phosphoryl& r£cepteur de mannose 6 phosphate 

(HP03-)6 



Mana 6^ 

Mana 2 "1 Mana 6 

Mana 3 

ManP 4GlcNAcp 4GlcNAcP • 

(HP03-)6 y/ 



MaxKX 2 Mana 3 

Mana 2 

h. Oligosaccharide de type lactosamine sulfate receptem* de GalNAc 
4 sulfate 

(SO3*) 4GIcNAcp 4GlcNAcp 2Mana 6 

ManP 4GlcNAcP 4GlcNAcp ■ 

(803-) 4GIcNAcp 4GlcNAcP 2Mana 3 
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B) des peptides 

a) peptides anti-inflammatoires ou certains de leurs fragments reconnus 
par des recepteurs de la paroi vasculaire, tels que 

- polypeptide vasodilatateur intestinal (VIP) 

5 HSDA\TTDNYTRli«QMAVKKYLNSIU^- 

- polypeptide atrial natriuretique (ANP) 

SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY 
-lipocortine 
HDMNKVLDL 
10 - bradykinine 

RPPGFSPFR; 

b) peptides ligands des integrines, tels que les peptides contenant la 
sequence RGD tel que le recepteur de la fibronectine; 

c) facteurs chinuotactiques, tels que les formyl peptides et antagonistes: 
15 FMLP, (N-formyl-Met-Leu-Phe); 

d) honnones peptidiques tels que 
a-MSH: AC-SYSMEHFRWGKPV.NH2 

C) Metabolites naturels tels que: 

- la biotine, 

20 - le tetrahydrofolate, 

- Tacide folique, 

- la carnitine. 

12. Complexe selon Tune des revendications 1 k 11, caracterise en ce 
25 que Tacide micleique peut etre choisi parmi: 

a) des genes niarqu»irs, tels que 

- g^nes contenant la luciferase» 

- g^ies contenant la P-galactosidase, 

- ggnes contenant la chlotanqihenicol acetyl transferase, 

30 - gfenes conf6rant la resistance k un antibiotique» tel que 

rhygromycine ct la nfomycine ete...; 

b) des genes a visee tii6rapeutique, tels que 

- recepteurs des lipoproteines de foible densite, deficient dans les cas 
d'hypercholesterolemie (foie), 

35 - focteurs de coagulation: fecteurs Vm et DC, 

- phenylalanine-hydroxylase (phenylcetonurie), 

- adenosine desaminase (inununodeficience ADA), 
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- enzymes lysosomiques, tels que la p-glucosidase dans le cas de la 
maladie de Gaucher, 

- dystrophine et minidistripbine (myophatie)» 

- tyrosine hydroxylase (Parkinson), 

5 - facteurs de croissance des neurones (Alzheimer), 

- CFTR cystic-fibiosis transmembrane conductance regulator 
(mucoviscidose), 

- alphal-antitrypsine, 

- cytokines (interleukines, TNF facteur de necrose des tum^irs), 
10 - thymidine kinase du virus Herpes sinqilex, 

- NO synthase, 

- lecepteurs de I'angiotensine n, 

- genes suppresseurs de tumeurs, tels que le gene de la proteine p53, 

- proteines du MHC, systeme majeur d*histocompatibilite, en 
15 particulier HLA-B7, 

- cytosine desaminase, 

- genes codant pour des ARN sens et antisens, 

- g&nes codant pour des ribozymes, 
c) des genes k vls£e vacdnale 

20 - g^s codant pour des antig&nes viraux (vaccination), par exemple: 

ghne codant pour la miclfoproteine du vims de la grippe. 

13. Complexe selon Tune des revendications 1 a 12, dans lequel: 

- le polymere, notamment la polylysine pr6sente un degre de 
25 polymerisation d'environ 100 a environ 500. de preference 190, 

- les fonctions NH3+ libres des motifs lysine etant substituees dans 
un rapport de 60 par des groupements gluconoyle et eventuellement par une 
molecule constituant un signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine 
lorsque ladite molecule signal possede une afiinite d'au moins 10^ 1 mole~l vis 

30 a vis du recepteur de la cellule que le con^lexe doit cibler ou ^venniellement 
par 60 molecules de signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine 
lorsque ladite molecule signal possMe une affinity inferieure d'au moins 
10^ 1 mole-i vis a vis du susdit recq)teur, 

- Tacide nucleique presente un poids mol£culaire d*environ 6.10^ a 
35 environ 25, 10^, et 

- le report entre le nombre moyen de paires de base de Tacide 
nucleique par molecule de motif de monom&re, notamment la lysine est 
d'environ 0,9 a environ 1,1, de preference d'environ 0,95 a environ 1,05. 
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14. Conjugue polymerique charge positivement, contenant des motifs 
portant des fonctions NH3+ libres, notamment des residus de lysine et 6taiit 
telque: 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substituees dans \m 
5 rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 

60%, par des residus non charges entrdnant mie diminution des charges 
positives par rapport au m&ne conjugu6 polymerique non substitue, facilitant 
le relargage de I'acide micl^ique par la dissociation du complexe, 

- les susdits r£sidus poss6dant en outre les proprietes suivantes: 
10 ils comportent au moins un groupe hydro}^le, 

— > ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
recomm par un recq)teur membranaiie cellulaire, 

• les fonctions NH3+ libres des susdits motifs et/ou les groupes hydroxy les 
des susdits r6sidus pouvant etre egalement substituees par au moins une 
15 molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un lecepteur 
membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue polymerique contienne 
au moins 30% de fonctions NH3+ libres. 

15. Conjugue polymerique selon la revendication 14, et tel que defini 
20 selon Tune des revendications 2 & S» ou contenant un groupement polymerique 

de formule selon Tune des revendications 6 i 10. 

16. Utilisation d'un conq>lexe selon Tune des revendications 1 a 13, ou 
d'un conjugue selon Tune des revendications 14 ou IS, pour la transfection in 

25 vitro ou ex vivo de cellules k Faide d*un gene, notamment ceux definis a la 
revendication 12. 



17. Utilisation d*un con^lexe ou d'un conjugue selon la revendication 
16, caracterise en ce que les cellules sont choisies parmi: 
30 - des cellules souches hSmatopoietiques; 

- cettules du foie; 

- cellules des muscles squelettiques; 

- celhiles de la peau: 

. fibroblastes, 
35 • k6ratinocytes, 

• cellules dendritiques, 
. melanocytes. 

- cellules des parois vasculaires; 
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• endotheliales; 

• musculaires lisses; 

- cellules epitheliales des voies aeriennes; 

- cellules du systeme nerveux central; 
5 - cellules canc^reuses; 

- cellules du syst&me imiminitaire, telles que des lymphocytes, des 
macrophages, des cellules NK etc. . . 

18. M6thode de transfection in vitro on ex vivo, caract£ris6e en ce que 
10 Ton met en presence un conq)lexe, selon Tune quelconque des revendications 
1 a 13, dans un milieu contenant des cellules k transfecter, dans des conditions 
telles qu'il y a: 

- passage du complexe a partir du milieu dans le cytoplasme des 

cellules, 

15 - relargage de Tacide nucleique impiique dans le susdit complexe dans 

le cytosol des cellules, 

- transcription et e}q)ression de Tacide nucleique dans les cellules 
transfect£es. 

20 19. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend k 

titre de substance active, Tun au moins des conqplexes selon Tune quelconque 
des revendications 1 k 13, ou I'un au moins des conjugues selon Tune des 
revendications 14 ou IS, en association avec un v6hicule pbarmaceutiquraient 
acceptable. 

25 

20. Utilisation d'un complexe selon Tune des revendications 1 a 13, ou 
d'un conjugue selon Tum des revendications 14 ou 15, pour la preparation 
d'un medicament destine par exemple au traitement de deficience metabolique 
coi^enitale ou acquise, ou au traitement de tumeurs, ou pour la pr^aration 

30 d*un vaccin, par cxsmplt vaccin contre la grippe. 

21. Trousse ou kit con^renant: 

- un conjugue polymerique selon Tune des revendications 14 ou 15, tel 
que la polylysine, substim^e par im residu entrainant une diminution des 
35 charges des groupes NH^'^ libres, ce conjugue polym6rique etant apte a 
comporter eventuellement un signal de reconnaissance, lequel est 
prealablement fixe ou non sur le susdit conjugue polymerique, ledit signal de 
reconnaissance etant fonction de la cellule a cibler. 
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- eventuellement un plasmide contenant au moins un gfene a transferer, et 
le systeme de regulation du susdit gene, 

- des reactifs pennettant la fixation 6ventaelle du signal de 
reconnaissance sur le susdit conjugue polymerique, 

- des r^ti£s pennettant la formation d'un complexe selon Tune des 
revendications 1 k 13. entre le conjugue polymerique et le gene a transferer, 

- des rfiactifs permettant la transfection de la cellule par le susdit 
conq>lexe. 
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FEUILLE DE REMPLACEAHENT (REGIE 26) 
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Figure Ic 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (RE6LE 26) 
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